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Uvod: Sladkorna bolezen tipa 2 je najpogostejša oblika sladkorne bolezni. Pri sladkorni 
bolezni tipa 2 se razvije izrazita inzulinska rezistenca v skeletnih mišicah, ki so v 
normalnih razmerah glavno mesto privzema glukoze po obroku. Farmakološka aktivacija z 
AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) predstavlja obetaven pristop za zmanjšanje 
inzulinske rezistence v skeletnih mišicah. Učinkovine, ki delujejo kot aktivatorji AMPK, bi 
zato lahko bile uporabne pri zdravljenju sladkorne bolezni tipa 2.  
Namen: Sulfasalazin, podobno kot antirevmatik metotreksat, zavira 5-aminoimidazol-4-
karboksamid ribonukleotid formiltransferazo/inozin monofosfat ciklohidrolazo (ATIC) in 
tako zmanjša očistek ZMP. ZMP (AICAR-monofosfat) je farmakološko aktivna oblika 5-
aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribonukleozida (AICAR), ki je najbolj pogosto 
uporabljen eksperimentalni aktivator AMPK, kar nakazuje da bi lahko tudi sulfasalazin 
deloval kot aktivator AMPK. Salicilna kislina pa se veže na AMPK in jo aktivira. Namen 
naše naloge je bil preveriti, ali sulfasalazin in/ali njegova presnovka sulfapiridin in 5-
aminosalicilna kislina spodbudijo aktivacijo AMPK v skeletni mišici.  
Hipoteze: (1) Sulfasalazin spodbudi aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih celicah 
neodvisno od svojih presnovkov 5-aminosalicilne kisline in sulfapiridina; (2) Sulfasalazin 
ojača z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih celicah neodvisno od 
svojih presnovkov 5-aminosalicilne kisline in sulfapiridina; (3) Derivati salicilne kisline 
balsalazid, olsalazin in diflunisal aktivirajo AMPK v skeletnomišičnih celicah.  
Metode: Kot poskusni model smo uporabili primarno kulturo človeških skeletnomišičnih 
celic in linijo podganjih skeletnomišičnih celic L6. Aktivacijo AMPK smo ocenili s 
prenosom western in sicer z merjenjem fosforilacije AMPK (Thr172) in njenega substrata 
acetil-CoA karboksilaze (ACC, Ser79). Spremljali smo tudi fosforilacijo kinaze 
uravnavane z zunajceličnim signalom 1/2 (ERK1/2, Thr202/Tyr204). 
Rezultati: Naši rezultati osemurnega tretiranja podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 s 
sulfasalazinom so nakazali, da sulfasalazin spodbuja aktivacijo AMPK, medtem ko v 
primarnih človeških skeletnomišičnih celicah ne deluje kot aktivator AMPK. Sulfapiridin 
in 5-aminosalicilna kislina nista spodbudila fosforilacije AMPK in ACC in torej ne 
delujeta kot aktivatorja AMPK v podganjih ali človeških skeletnomišičnih celicah. Prvo 
hipotezo smo torej z našimi rezultati delno potrdili. Rezultati so hkrati tudi nakazali, da 
sulfasalazin in njegova presnovka ne ojačajo z AICAR spodbujene aktivacije AMPK v 
podganjih ali človeških skeletnomišičnih celicah, s čimer smo ovrgli drugo hipotezo. 
Tretjo hipotezo smo lahko delno potrdili, saj je diflunisal po 1-urnem in po 8-urnem 
tretiranju podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 statistično značilno povečal fosforilacijo 
ACC, medtem ko balsalazid in olsalazin nista dala jasnih rezultatov glede aktivacije 
AMPK. 
Zaključki: Sulfasalazin spodbuja aktivacijo AMPK v liniji podganjih skeletnomišičnih 
celic L6, in ne v primarni kulturi človeških skeletnomišičnih celic, medtem ko njegova 
presnovka ne delujeta kot aktivatorja AMPK. Sulfasalazin in njegova presnovka ne 
delujejo kot ojačevalci z AICAR spodbujene aktivacije AMPK. Diflunisal je od 
preučevanih derivatov salicilne kisline najučinkovitejši aktivator AMPK v podganjih 
skeletnomišičnih celicah L6. 
 
Ključne besede: Sladkorna bolezen tipa 2, AMPK, skeletnomišične cevčice, sulfasalazin, 
derivati salicilne kisline 
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ABSTRACT  
Background: Type 2 diabetes is the most common form of diabetes. Type 2 diabetes is 
characterized by insulin resistance in skeletal muscles, which represent a key site of 
postprandial glucose uptake. Pharmacological activation of AMP-activated protein kinase 
(AMPK) is a promising strategy to reduce insulin resistance in skeletal muscle. Drugs that 
act as AMPK activators, may be useful in treatment of type 2 diabetes. 
Aim: Sulfasalazine, like antirheumatic drug methotrexate, inhibits 5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide formyltransferase/inosine monophosphate cyclohydrolase 
(ATIC) and reduces clearance of ZMP. ZMP (AICAR-monophosphate) is a 
pharmacologically active form of the most widely used experimental AMPK activator 5-
aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribonucleoside (AICAR), indicating sulfasalazine 
might also act as an AMPK activator. The aim of our study was to determine whether 
sulfasalazine and/or its metabolites sulfapyridine and 5-aminosalicylic acid promote 
AMPK activation in skeletal muscle. 
Hypotheses: (1) Sulfasalazine promotes AMPK activation in skeletal muscle cells 
independently of 5-aminosalicylic acid and sulfapyridine; (2) Sulfasalazine enhances 
AICAR-induced AMPK activation in skeletal muscle cells independently of 5-
aminosalicylic acid and sulfapyridine; (3) Derivatives of salicylic acid, balsalazide, 
olsalazine and diflunisal, activate AMPK in skeletal muscle cells. 
Methods: As an experimental model we used primary human skeletal muscle cells and rat 
L6 skeletal muscle cells. AMPK activation was estimated with western blot, namely with 
measuring AMPK phosphorylation (Thr172) and phosphorylation of his substrate acetyl-
CoA carboxylase (ACC, Ser79). We also measured phosphorylation of extracellular signal 
regulated kinase 1/2 (ERK1/2, Thr202/Tyr204).   
Results: Our results of 8-hour treatment of cultured myotubes with sulfasalazine indicate, 
that sulfasalazine promotes AMPK activation in rat L6 myotubes. While it does not act as 
an AMPK activator in primary human myotubes. Sulfapyridine and 5-aminosalicylic acid 
did not stimulate AMPK activation in rat or human skeletal muscle cells. So our results 
partially confirm our first hypothesis. Our results also show that sulfasalazine or its 
metabolites do not increase AICAR-induced AMPK activation in rat L6 or human 
myotubes, which does not support our second hypothesis. We partially confirmed our third 
hypothesis, because after an 1 hour and an 8 hour treatment of rat L6 myotubes, diflunisal 
increased ACC phosphorylation with statistical significance, while balsalazide and 
olsalazine did not give us clear results regarding AMPK activation.  
Conclusions: Sulfasalazine promotes AMPK activation in rat L6 skeletal muscle cells and 
does not act as an AMPK activator in primary human skeletal muscle cells, while its two 
metabolites, sulfapyridine and 5-aminosalicylic acid, do not act as AMPK activators in 
these experimental models. Sulfasalazine and its metabolites do not act as enhancers of 
AICAR-induced AMPK activation. We also found that diflunisal is the most effective 
AMPK activator from the studied derivatives of salicylic acid in rat L6 skeletal muscle 
cells. 
 




ACC – acetil-CoA karboksilaza  
AdvMEM – ang. advanced minimal essential medium; rastni medij  
AICAR – 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribonukleozid 
AMPK – z AMP-aktivirana protein kinaza 
ATIC – 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid formiltransferaza/inozin 
monofosfat ciklohidrolaza 
ECL – ang.  enhanced chemiluminescence; ojačana kemiluminiscenca  
ERK – ang. extracellular signal regulated kinase; kinaza uravnavana z zunajceličnim 
signalom 
FBS – ang. fetal bovine serum; fetalni goveji serum 
IMP – inozin monofosfat 
IR – inzulinski receptor 
IRS – ang. insulin receptor substrates; substrati inzulinskega receptorja 
PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza 
SB2 – sladkorna bolezen tipa 2 
SEM – ang. standard error of the mean; standarna napaka povprečja 
SSZ – sulfasalazin  
TBST – ang. Tris Buffered Saline with Tween; fiziološka raztopina z dodanim Tris pufrom 
+ Tween-20 
TZD – tiazolidindion 
ZMP –  AICAR monofosfat; 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid 
5-ASA – 5-aminosalicilna kislina    
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1 UVOD  
1.1 SULFASALAZIN 
Sulfasalazin (SSZ) je protivnetno in imunosupresivno zdravilo, ki se uporablja za 
zdravljenje kronične vnetne črevesne bolezni in vnetnih revmatičnih bolezni. Bakterije v 
debelem črevesu cepijo SSZ na sulfapiridin in 5-aminosalicilno kislino (5-ASA) (Slika 
1.1). Sulfapiridin se dobro absorbira v debelem črevesu in tako deluje sistemsko 
protivnetno, zaradi svoje sulfonamidne strukture pa ima tudi protimikrobni učinek. 5-ASA 
se v debelem črevesu slabo absorbira, zato deluje predvsem lokalno protivnetno (1). 
Slika 1.1 Presnova sulfasalazina. SSZ se presnavlja s pomočjo črevesnih bakterij azoreduktaz do 
njegovih glavnih presnovkov 5-ASA in sulfapiridina. Prirejeno po (2). 
1.1.1 Farmakodinamika 
SSZ ima na celični oziroma molekularni ravni vsaj tri pomembne učinke: 1) zavira 
delovanje provnetnih citokinov in aktivacijo limfocitov, 2) zavira privzem in presnovo 
folata v celici, 3) poveča zunajcelično koncentracijo adenozina zaradi zaviranja 5-
aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid formiltransferaze/inozin monofosfat 
ciklohidrolaze (ATIC). 
SSZ in zaviranje delovanja provnetnih citokinov ter aktivacije limfocitov 
SSZ zmanjša nastajanje TNF-α (ang. tumor necrosis factor-alpha) v makrofagih ter zavira 
aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB. S svojimi imunomodulatornimi učinki zavira 
proliferacijo limfocitov in vitro (vključuje B- in T-celično populacijo) ter povzroči 
zmanjšanje koncentracije aktiviranih limfocitov v periferni krvi in vivo (3-4).  
SSZ in zaviranje privzema in presnove folatov 
SSZ zavira privzem folata v celice, medtem ko njegova glavna presnovka, sulfapiridin in 
5-ASA, nimata takšnega učinka. Eden izmed možnih mehanizmov delovanja SSZ je tudi 
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kompetitivno zaviranje treh encimov, vključenih v presnovo folatov (metilentetrahidrofolat 
reduktaza, dihidrofolat reduktaza, serin transhidroksimetilaza). SSZ bi naj po tem 
mehanizmu oviral prepoznavno mesto za folate, ki je skupno vsem tem encimom in 
črevesnemu transportnemu sistemu (5). Zaradi teh učinkov lahko SSZ povzroči 
pomanjkanje folata in zato povečanje volumna eritrocitov (makrocitozo) ali v redkih 
primerih celo megaloblastno anemijo. 
SSZ in zvišanje zunajcelične koncentracije adenozina zaradi zaviranja ATIC 
ATIC je encim, ki v poti sinteze purinov de novo katalizira pretvorbo 5-aminoimidazol-4-
karboksamidnega ribonukleotida ali AICAR-monofosfata (ZMP) v inozin monofosfat 
(IMP) (za podrobnosti gl. podpoglavje 1.4.1). SSZ je zaviralec ATIC, medtem ko njegov 
sulfonamidni presnovek, sulfapiridin, nima tega učinka. Zaviranje ATIC je torej lastnost 
SSZ in ne splošna lastnost, ki bi si jo delile sulfonamidne učinkovine (6). Zaviranje ATIC 
naj bi bilo pomembno, ker zaradi zvišanja znotrajcelične koncentracije ZMP posredno vodi 
v zvišanje zunajcelične koncentracije adenozina, ki nato deluje protivnetno prek 
adenozinskih receptorjev (7).  
Učinki sulfapiridina in 5-ASA 
Vsaj del učinkov SSZ je posledica delovanja njegovih farmakološko aktivnih presnovkov, 
sulfapiridina in 5-ASA. Sulfapiridin naj bi na primer zaviral aktivnost naravnih celic 
ubijalk in T-celično proliferacijo. S tem naj bi sulfapiridin zmanjšal pretiran imunski odziv 
bolnika. Drugi presnovek SSZ, 5-ASA, je močan lovilec kisikovih radikalov in ima več 
protivnetnih oziroma imunosupresivnih učinkov, ki vključujejo zaviranje ciklooksigenaze 
in lipooksigenaze ter zaviranje delovanja celic B in številnih ključnih vnetnih citokinov. 
Poleg tega naj bi aktiviral jedrni receptor PPAR-γ (ang. peroxisome proliferators-activated 
receptor ligand-γ), ki uravnava celično proliferacijo in apoptozo (8-9).  
1.1.2 Farmakokinetika 
Absorpcija: Po peroralni aplikaciji se 20-30 % SSZ absorbira v tankem črevesu. Majhen 
delež absorbiranega SSZ se izloči z urinom, preostanek pa se preko izločanja v žolč vrne v 
tanko črevo in se nato delno ponovno absorbira (enterohepatična cirkulacija). 
Neabsorbirani SSZ (70 %) se v debelem črevesu s pomočjo bakterijskih encimov- 
azoreduktaz reducira do dveh glavnih presnovkov sulfapiridina in 5-ASA (8, 10).  
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Porazdelitev: Največje serumske koncentracije SSZ in njegovih presnovkov se zelo 
razlikujejo med posamezniki. Meritve kažejo, da SSZ doseže koncentracije v območju 15-
30 μg/mL (38-75 μM), sulfapiridin 21-30 μg/mL (84-120 μM) in 5-ASA <1 μg/mL (<6,5 
μM). SSZ se močno veže na plazemske beljakovine in vezivno tkivo. Velik delež 
absorbirane učinkovine se z žolčem vrača v tanko črevo; majhen delež pa se izloča 
nespremenjen s sečem. Razpolovna doba izločanja SSZ je 5 do 10 ur (11-12). 
Presnova in izločanje: Sulfapiridin se presnavlja v jetrih (acetilacija, hidroksilacija in 
konjugacija z glukuronsko kislino) in izloča preko ledvic. Razpolovna doba izločanja je 6 
do 14 ur, odvisno od hitrosti acetilacije. Sulfapiridin se v jetrih acetilira s pomočjo encima 
N-acetiltransferaze 2. Polimorfizmi za gen tega encima so razlog, zakaj imamo ljudi s 
hitrim, srednjim in počasnim fenotipom acetiliranja. Približno 60 % kavkazijcev spada k 
počasnim acetilatorjem. Pri počasnih acetilatorjih so koncentracije SSZ v plazmi bistveno 
večje, kar je povezano s pogostejšim pojavljanjem neželenih učinkov. Le okrog 30 % 5-
ASA se absorbira in acetilira v jetrih ter izloči preko ledvic. Preostali delež se izloči v 
nespremenjeni obliki z blatom (8, 11). 
1.2 SLADKORNA BOLEZEN TIPA 2 IN SKELETNA MIŠICA 
Sladkorna bolezen je skupina bolezni, ki se kažejo s kronično hiperglikemijo. Pojavi se kot 
posledica nezadostnega izločanja inzulina (okvara celic β) in/ali inzulinske rezistence (13). 
Sladkorna bolezen tipa 2 (SB2), za katero sta značilni motnja v izločanju inzulina in 
inzulinska rezistenca, je najpogostejša oblika sladkorne bolezni. Mednarodna federacija 
diabetikov (IDF) poroča, da je bilo leta 2015 na svetu več kot 400 milijonov bolnikov s 
sladkorno boleznijo, od tega je po ocenah Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) 90 % 
vseh primerov SB2 (14). Mednarodna federacija diabetikov napoveduje, da bo do leta 2040 
število bolnikov s sladkorno boleznijo naraslo na 640 milijonov (15). V Sloveniji je bilo 
leta 2014 zabeleženih 104.550 bolnikov, ki so prejemali zdravila za zniževanje krvnega 
sladkorja. Glede na podatke zbirke zdravil na recept se število le-teh vsako leto poveča za 
3 % (približno 2.500 oseb) (16).  
Za SB2 je značilna spremenjena presnova glukoze in lipidov (hiperglikemija na tešče ali 
po obroku, dislipidemija). Temeljni značilnosti SB2 sta inzulinska rezistenca v skeletnih 
mišicah, jetrih in maščevju ter nezadostno izločanje inzulina iz celic β. Napredovanje SB2 
vodi k razvoju kroničnih zapletov, kot so slepota, odpoved ledvic, nevropatija, 
kardiovaskularne bolezni in amputacije. Zaradi razširjenosti SB2, njene vedno večje 
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pogostosti in resnosti kroničnih zapletov so nujno potrebni novi načini za preprečevanje in 
zdravljenje SB2 (17).  
Skeletna mišica je glavno mesto z inzulinom spodbujenega privzema glukoze po obroku in 
osrednje mesto inzulinske rezistence pri SB2 (17). S farmakološko modulacijo signalnih 
poti, ki uravnavajo presnovo, ali z neposrednim vplivanjem na presnovne poti v skeletni 
mišici, bi lahko pomembno izboljšali delovanje inzulina in presnovno homeostazo pri SB2. 
S stališča razvoja novih oblik zdravljenja SB2 je zato skeletna mišica eno najbolj 
pomembnih tarčnih tkiv.  
1.2.1 Inzulin in inzulinska signalna pot 
Pomanjkanje učinkov inzulina je osrednja značilnost SB2 in vseh ostalih oblik sladkorne 
bolezni. Inzulin je polipeptidni hormon trebušne slinavke, ki ga izločajo celice β 
Langerhansovih otočkov. Je primarni anabolni in antikatabolni hormon, ki spodbuja 
privzem in skladiščenje energijskih substratov v obliki glikogena, maščobnih zalog in 
beljakovin. Znižanje koncentracije glukoze v krvi pod vplivom inzulina je posledica 
privzema glukoze v skeletne mišice in maščevje in zmanjšanega sproščanja glukoze iz jeter 
(17-19). 
Inzulinski receptor (IR) je transmembranski heterotetramerni glikoprotein, ki spada v 
tirozin-kinazno receptorsko družino. IR je sestavljen iz dveh zunajceličnih podenot α, ki 
imata sposobnost vezave inzulina, in dveh znotrajceličnih podenot β, ki imata tirozin-
kinazno domeno. Vezava inzulina na njegov receptor vodi do konformacijskih sprememb v 
podenotah α in kasnejšo aktivacijo tirozin-kinaze v podenoti β (Slika 1.2). Po vezavi 
inzulina se IR avtofosforilira na vsaj šestih ostankih, med katerimi igra Tyr960 
najpomembnejšo vlogo pri regulaciji glukozne homeostaze. Tyr960 se nahaja na 
jukstamembranski regiji IR. To stran prepoznajo substrati IR (ang. IRS – insulin receptor 
substrates) (1-6 izooblik), Gab-1 in Shc. IRS-1 in njegov homolog IRS-2 sta 
najpomembnejša za uravnavanje homeostaze glukoze in lipidov. Aktivirani/fosforilirani 
substrati IR z vezavo na regulatorno podenoto p85 fosfatidilinozitol 3-kinaze razreda I 
(PI3K razreda I) sprožijo aktivacijo le-te. To aktivira katalitično podenoto p110 in vodi v 
fosforilacijo membranskih fosfolipidov in fosfatidilinozitol-4,5-bifosfata (PI(4,5)P2). 
Nastanek fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PI(3,4,5)P3) nadalje vodi v aktivacijo od 3-
fosfoinozitid odvisne protein kinaze (PDK-1 in PDK-2). PDK uravnava fosforilacijo 
Akt/protein kinaze B (PKB). Interakcija Akt z PI(3,4,5)P3, ki je odvisna od PDK, 
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fosforilira Thr308 v aktivacijski zanki in vodi k delni aktivaciji Akt/protein kinaze B 
(PKB). Akt v skeletnih mišicah in maščevju spodbuja premestitev od inzulina odvisnega 
glukoznega prenašalca GLUT4 iz znotrajceličnega prostora na plazemsko membrano, kar 
omogoči vstop glukoze v ta tkiva (Slika 1.2) (19-20).  
Slika 1.2 Shema inzulinskega signaliziranja. Inzulin se veže na podenoti α IR in s tem sproži 
avtofosforilacijo receptorja. Aktivirane (fosforilirane) IRS molekule se vežejo na regulatorno 
podenoto PI3K in sprožijo njeno aktivacijo. To vodi v fosforilacijo PI(4,5)P2. Nastanek 
PI(3,4,5)P3 pa vodi nadalje v aktivacijo PDK1 in PDK2, ki regulirata fosforilacijo Akt/PKB. Akt 
nato spodbuja premestitev znotrajceličnih mešičkov s prenašalci GLUT4 na plazemsko membrano. 
Prirejeno po (21).  
Razen signalne poti prek PI3K, ki uravnava predvsem presnovne procese, inzulin 
nadzoruje še eno signalno kaskado, ki je znana kot signalna pot z mitogeni aktiviranih 
protein kinaz (ang. MAPK-mitogen activated protein kinase) oziroma signalno pot 
Ras/Raf/MEK/ERK. Signalna pot MAPK se aktivira kot odziv na inzulin in rastne faktorje, 
kot je IGF1, pa tudi kot odgovor na celični stres (20). Pomembna je za uravnavanje 
celičnega cikla, prispeva pa tudi k uravnavanju presnovnih procesov.  
1.2.2 Inzulinska rezistenca  
Izraz inzulinska rezistenca se nanaša na poslabšanje delovanja inzulina v tarčnih tkivih 
inzulina, kot so skeletne mišice, maščevje in jetra. Zaradi zmanjšane sposobnosti inzulina 
za zaviranje glukoneogeneze v jetrih in spodbujanja privzema glukoze v skeletnih mišicah 
pride do kompenzacijske hiperinzulinemije (pankreasne celice β najprej kompenzirajo 
inzulinsko rezistenco s hipersekrecijo inzulina), ki sprva še zadošča, da ostane 
koncentracija glukoze v fizioloških mejah. Zaradi popuščanja delovanja celic β postaja 
izločanje inzulina postopno vedno bolj nezadostno, zato se razvije hiperglikemija.  
Skeletne mišice predstavljajo 40-50 % mišične mase in so odgovorne za približno 80 % 
inzulinsko odvisnega odstranjevanja glukoze, zato je odzivnost na inzulin v tem tkivu 
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pomembna za uravnavanje občutljivosti inzulina v celotnem telesu. Odzivnost na inzulin se 
zmanjša prek več različnih mehanizmov. Telesna neaktivnost na primer že v zelo kratkem 
času zmanjša delovanje inzulina v skeletni mišici. Kronična telesna neaktivnost pa je eden 
izmed ključnih razlogov, ki prispevajo k razvoju SB2. Delovanje inzulina se zmanjša tudi, 
če so mišice izpostavljene visokim koncentracijam prostih maščobnih kislin, kar se zaradi 
pospešene lipolize v maščevju zgodi pri debelosti. V zadnjih desetletjih se je zmanjšala 
raven telesne aktivnosti, k čemur je pomembno prispeval spremenjen življenjski slog in 
razvoj novih tehnologij. To je skupaj s čezmernim prehranjevanjem povzročilo pravo 
epidemijo debelosti in s tem SB2. Debelost in telesna neaktivnost sta torej 
najpomembnejša spremenljiva (okoljska) dejavnika tveganja za nastanek inzulinske 
rezistence in SB2 (17,19-20, 22). 
1.2.3 Skeletna mišica kot tarča farmakološkega zdravljenja inzulinske rezistence in 
SB2 
Za razvoj novih farmakoloških strategij za zdravljenje inzulinske rezistence in SB2 je 
bistveno razumevanje osnovnih mehanizmov, ki prispevajo k razvoju inzulinske rezistence 
v skeletni mišici in presnovnih poti, ki lahko izboljšajo občutljivost na inzulin. 
S stališča zdravljenja inzulinske rezistence in SB2 je v skeletni mišici še posebej zanimiva 
tarča z AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK). Aktivacija AMPK z eksperimentalnimi 
farmakološkimi sredstvi je podprla vlogo AMPK pri uravnavanju privzema glukoze, 
oksidacije maščobnih kislin, mitohondrijske oksidativne kapacitete in občutljivosti na 
inzulin v skeletni mišici. Aktivacija AMPK nasprotuje patofiziološkim procesom, ki so 
značilni za skeletno mišico pri debelosti in SB2 (17, 19). AMPK v skeletni mišici je zato 
ena najbolj obetavnih tarč za razvoj novih oblik zdravljenja inzulinske rezistence in SB2. 
1.3 AMPK IN URAVNAVANJE PRESNOVE V SKELETNI MIŠICI 
1.3.1 AMPK je celični energijski senzor  
AMPK je heterotrimerna serin/treonin protein kinaza, sestavljena iz treh podenot, od 
katerih je ena (α) katalitska, ostali dve (β, γ) pa regulatorni. Aktivacijo AMPK sprožijo 
odzivi na različne dražljaje, ki potencialno ali dejansko ogrozijo oskrbo celice z energijo. 
Do motnje v energijskem ravnovesju pride zaradi zmanjšanega nastajanja adenozin 
trifosfata (ATP) (npr. hipoksija) ali pospešenega porabljanja ATP (npr. krčenje skeletne 
mišice), kar vodi v zvišanje znotrajcelične koncentracije adenozin monofosfata (AMP) in 
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znižanje koncentracije ATP ter s tem v aktivacijo AMPK (17, 19-20). AMPK torej deluje 
kot celični energijski senzor.  
1.3.2 Mehanizem aktivacije AMPK 
Povišano razmerje AMP/ATP privede do aktivacije AMPK po dveh temeljnih 
mehanizmih: alosterično in kovalentno s fosforilacijo. Z alosterično aktivacijo se aktivnost 
AMPK poveča za približno 10-krat, medtem ko se s fosforilacijo njena aktivnost poveča 
kar za 100-krat. To pomeni, da se aktivnost AMPK ob skupni aktivaciji lahko poveča kar 
do 1000-krat. AMPK se lahko aktivira alosterično z vezavo AMP na regulatorno podenoto 
AMPKγ ter s tem spodbudi konformacijsko spremembo v kinazni domeni. AMP ob tem 
zaščiti treoninski ostanek 172 (Thr172) na podenoti AMPKα pred defosforilacijo s protein-
fosfatazami, kot je na primer PP2Cα. Ker se AMPK konstitutivno fosforilira zaradi 
delovanja kinaze LKB1, zaviranje defosforilacije vodi v povečanje fosforilacije AMPK in 
s tem v njeno aktivacijo. Poleg LKB1 lahko AMPK fosforilirata tudi CaMKKβ (ang. 
calcium/calmodulin dependent protein kinase β) in TAK1 (ang. mammalian transforming 
growth factor β-activated kinase) (Slika 1.3). CaMKKβ ni konstitutivno aktivna, ampak se 
odziva na spremembe v citoplazemski koncentraciji Ca2+ in spodbudi aktivacijo AMPK 
neodvisno od AMP. Do aktivacije CaMKKβ lahko pride na primer med krčenjem skeletne 
mišice, ko se močno povečata znotrajcelična koncentracija Ca2+ in poraba ATP. AMPK se 
v tem primeru aktivira še preden mišične kontrakcije povzročijo porast razmerja 
AMP/ATP in torej v naprej zaščiti mišico pred pomanjkanjem energije (mehanizem 
feedforward) in ne šele, ko je pomanjkanje energije že nastopilo (negativna povratna zveza 
oziroma feedback). TAK1 se aktivira kot odziv na citokine (npr. TNF, IL-1), vendar je 


















Slika 1.3 Aktivacija AMPK. AMPK se aktivira alosterično z vezavo AMP na regulatorno podenoto 
AMPKγ. Z AMP spodbujena konformacijska sprememba zavira delovanje protein-fosfataze-2Cα 
(PP2Cα) in ščiti Thr172 pred defosforilacijo. Fosforilacijo Thr172 na katalitični podenoti AMPKα 
katalizirajo kinaze LKB1, CaMKKβ in TAK1. Prirejeno po (26). 
AMPK se v skeletni mišici aktivira med intenzivno vadbo in tudi kot odziv na povečano 
vezavo AMP in zmanjšano vezavo ATP na podenoto AMPKγ. Čeprav je adenozin difosfat 
(ADP) neposreden produkt hidrolize ATP med krčenjem mišice, se hitro pretvori v AMP 
prek reakcije z adenilat kinazo. To vodi v veliko zvišanje AMP koncentracije, ki je odvisna 
od intenzivnosti in trajanja telovadbe. Čeprav bi k aktivaciji AMPK lahko prispevali 
adipokini, ki se izločajo v kri, kot so leptin, adiponektin in interlevkin- 6, ki dokazano 
aktivirajo AMPK v skeletnih mišicah, pa za aktivacijo AMPK sistemski humoralni 
dejavniki niso nujno potrebni. Aktivacija AMPK se namreč pojavi v izolirani mišici 
glodalca in vitro, in torej v popolni odsotnosti sistemskih dejavnikov. Poleg tega se pri 
prostovoljcih med izvajanjem vadbe le z enim udom aktivnost AMPK poveča v aktivnem 
udu oziroma v mišicah, ki se krčijo, in ne v mišicah kontralateralnega uda, ki med vadbo 
miruje (23, 27).  
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1.3.3 Vloga AMPK v uravnavanju energijske presnove 
AMPK uravnava presnovne procese in energijsko homeostazo z zaviranjem presnovnih 
poti, ki porabljajo ATP (npr. sinteza maščobnih kislin in holesterola) in spodbujanjem 
presnovnih procesov, ki omogočajo nastajanje ATP (privzem glukoze in oksidacija 
maščobnih kislin). AMPK igra glavno vlogo pri uravnavanju energetskega ravnovesja v 
celem telesu (Slika 1.4). V skeletnih mišicah AMPK spodbuja od inzulina neodvisen 
privzem glukoze in oksidacijo maščobnih kislin, zavira pa sintezo maščobnih kislin (19, 
28).  
Slika 1.4 Vloga AMPK v uravnavanju energijske presnove v skeletni mišici. Aktivirana AMPK 
poveča oksidacijo maščobnih kislin (MK) in zmanjša sintezo MK, ter tako zmanjša porabo 
energije. Aktivirana AMPK namreč fosforilira in inaktivira acetil-CoA karboksilazo (ACC), kar 
spodbudi oksidacijo in zavre sintezo maščobnih kislin. AMPK spodbudi translokacijo glukoznega 
prenašalca GLUT4 in s tem privzem glukoze (29-30). Prirejeno po (31).  
1.3.3.1 AMPK in presnova maščobnih kislin 
AMPK spodbudi oksidacijo dolgoverižnih maščobnih kislin v skeletni mišici preko 
malonil-CoA. Malonil-CoA je močan alosterični zaviralec karnitin palmitoil transferaze-I 
(CPT-I), encima, ki omejuje hitrost vstopanja maščobnih kislin v mitohondrijski matriks. 
Med vadbo AMPK fosforilira in s tem inaktivira mišično izoobliko ACCβ, ter s tem 
zmanjša proizvodnjo malonil-CoA, kar vodi v povečanje aktivnosti CPT-I in 
karnitinizacijo dolgoverižnih maščobnih kislin ter kasnejši vstop maščobnih kislin v 
mitohondrijski matriks za β-oksidacijo. AMPK z zaviranjem ACC ne le spodbuja 
oksidacijo maščobnih kislin, ampak tudi zavira njihovo sintezo, saj je pretvorba acetil-CoA 
v malonil-CoA prva reakcija na poti njihove sinteze (Slika 1.5) (20, 28).  
1.3.3.2 AMPK in uravnavanje privzema glukoze  
AMPK je vpletena tudi v stimulacijo privzema glukoze, ki je neodvisen od inzulina. 
AMPK na privzem glukoze deluje aditivno z inzulinom. Študije so pokazale, da telesna 
aktivnost ali farmakološke spojine, ki spodbujajo aktivacijo AMPK, lahko povečajo 
translokacijo GLUT4 in s tem privzem glukoze v skeletni mišici glodalcev in ljudi. Poleg 
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tega kronična aktivacija AMPK spodbudi gensko transkripcijo prenašalca GLUT4. 
Mehanizmi AMPK, ki vodijo do stimulacije glukoznega transporta niso v celoti pojasnjeni. 
AMPK fosforilira Rab vezavni protein AS160 (TBC1D4) v človeški skeletni mišici. 
Študije na podganjih mišicah so pokazale, da je stimulacija AMPK s 5-aminoimidazol-4-
karboksamid-1-β-D-ribonukleozidom (AICAR) ali krčenje izolirane skeletne mišice (ex 
vivo) povzročilo fosforilacijo AS160, kar kaže na to, da je AS160 vpleten v od AMPK 
odvisno translokacijo GLUT4. AMPK lahko spodbudi privzem glukoze tudi s povečanjem 
razpoložljivosti prenašalca GLUT1 v mišičnih celicah (20, 28).  
1.3.3.3 Biogeneza mitohondrijev 
AMPK uravnava izražanje transkripcijskega koaktivatorja PGC-1α (ang. transcriptional 
co-activator PPARγ co-activator-1α), ki spodbuja izražanje genov vpletenih v biogenezo 
mitohondrijev. Čeprav bi naj imel AMPK neposreden učinek na fosforilacijo PGC-1α v 
skeletni mišici, mehanizem lahko vključuje deacetilacijo PGC-1α s Sirt1 (20).  
1.5 Signalna pot AMPK. AMPK se aktivira z zvišanjem razmerja AMP/ATP v celici kot posledica 
različnih fizioloških stresov, farmakoloških odklopnikov dihalne verige in zaviralcev celičnega 
dihanja ali glikolize. LKB1 aktivira AMPK kot odgovor na povišan AMP, medtem ko CaMKKβ 
aktivira AMPK kot odziv na porast kalcija (gl. besedilo). Aktivirana AMPK direktno fosforilira 
številne substrate, ki akutno vplivajo na presnovo in rast, ter prav tako fosforilira številne 
transkripcijske dejavnike, ki vplivajo na gensko izražanje in so pomembni za dolgoročno 
uravnavanje presnove (32). Prirejeno po (33).  
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1.3.4 FARMAKOLOŠKI AKTIVATORJI AMPK 







Slika 1.6 Aktivatorji AMPK v skeletni mišici. Številni aktivatorji AMPK imajo pozitivne učinke na 
SB2. Več dejavnikov aktivira AMPK preko povečanega razmerja AMP/ATP (oranžni), kar povzroči 
vezavo AMP na podenoto AMPKγ. Druge spojine pa spodbujajo aktivacijo AMPK preko drugačnih 
mehanizmov, kot so neposredna vezava na podenoto AMPKα (zeleni), spodbujanje fosforilacije 
Thr172 na podenoti AMPKα preko CaMKKβ (rdeči) ali neposredna vezava na podenoto AMPKβ 
(modri). AICAR se fosforilira do ZMP, analoga AMP, ki lahko aktivira AMPK preko neposredne 
vezave na podenoto AMPKγ (oranžna puščica). Kratice: GLP-1-ang. glucagon-like peptide-1; 
DPP-4-ang. dipeptidyl peptidase-4; CaMKKβ-ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase 
kinase β. Prirejeno po (36).  
1.3.4.1 Neposredni farmakološki aktivatorji AMPK 
Neposredni aktivatorji AMPK se vežejo na AMPK. Vezava neposrednih aktivatorjev 
spodbudi konformacijske spremembe in s tem aktivacijo AMPK. Neposrednih aktivatorjev 
je več, vendar so v nadaljevanju obravnavani AICAR in derivati salicilne kisline. 
 AICAR (ang. 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribonucleoside) 
AICAR je najbolj pogosto uporabljen eksperimentalni aktivator AMPK. AICAR je analog 
AMP, ki ga celice privzamejo in fosforilirajo do AICAR monofosfata (ZMP), ki deluje kot 
analog AMP1. ZMP se enako kot endogeni AMP veže na podenoto AMPKγ in aktivira 
AMPK na podoben način kot dvig razmerja AMP/ATP. Eksperimentalno zdravljenje z 
AICAR izboljša presnovne motnje v živalskih modelih inzulinske rezistence. V skeletnih 
mišicah glodalcev AICAR spodbudi translokacijo GLUT4 in poveča privzem glukoze. 
Poleg tega AICAR poveča privzem glukoze v izoliranih človeških skeletnomišičnih 
                                                 
1 Opozoriti je treba, da sta v uporabi dve nomenklaturi za AICAR. V biokemijskih učbenikih AICAR pomeni 
monofosforilirano obliko oz. ZMP (AICA-ribotid), v večini fiziološke in farmakološke literature ter v 
nadaljevanju magistrske naloge pa AICAR pomeni nefosforilirano obliko (AICA-ribozid). 
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vlaknih posameznikov s SB2, kar je povezano s translokacijo GLUT4 na membrano. 
Kronično zdravljenje z AICAR vodi do povečane biogeneze mitohondrijev v podganjih 
skeletnih mišicah. Kljub ugodnim učinkom AICAR pa relativno visok prag za aktivacijo 
AMPK v povezavi s slabo biološko uporabnostjo, omejuje uporabnost AICAR pri 
zdravljenju SB2 (20, 22, 34).  
 Salicilna kislina 
Salicilna kislina je naravna sestavina, ki se je v preteklosti pridobivala iz izvlečka vrbinega 
lubja, danes pa se običajno pridobiva z biosintezo. Njen derivat acetilsalicilna kislina 
(aspirin) se v primerjavi s salicilno kislino lažje zaužije peroralno in hitro razpade do 
salicilne kisline in vivo. Salicilna kislina se prav tako lahko zaužije v obliki salsalata 
(dimera salicilne kisline), ki obeta pri zdravljenju inzulinske rezistence in SB2. Salicilna 
kislina neposredno aktivira AMPK, primarno preko zaviranja defosforilacije Thr172, česar 
ne spremlja sprememba v razmerju AMP/ATP oziroma ADP/ATP. To kaže, da salicilna 
kislina lahko spodbudi aktivacijo AMPK neodvisno od AMP (22, 35). Ker se klinično 
uporabljajo različni derivati salicilne kisline, lahko predvidevamo, da je med njimi več 
takšnih, ki lahko aktivirajo AMPK. 
1.3.4.2 Posredni farmakološki aktivatorji AMPK 
Pri posrednih aktivatorjih direktna interakcija med AMPK in njegovimi modulatorji ni 
potrebna. Delujejo tako, da zavrejo celično energijsko presnovo in povečajo razmerje 
AMP/ATP.  
 Metformin 
Metformin je najbolj pogosto uporabljeno antidiabetično zdravilo, ki v glavnem deluje kot 
zaviralec glukoneogeneze v jetrih. Poleg tega v manjši meri izboljša glukozni transport v 
skeletni mišici. Metformin aktivira AMPK v hepatocitih in zavira ekspresijo genov, 
pomembnih za lipogenezo, preko zmanjšane ekspresije SREBP-1c, ključnega 
transkripcijskega dejavnika. Po klasični razlagi je za aktivacijo AMPK glavni mehanizem 
zaviranje kompleksa I mitohondrijske dihalne verige, kar vodi v zvišanje razmerja 
AMP/ATP in aktivacijo AMPK. Novejše raziskave pa kažejo, da je vpletenih še več drugih 
mehanizmov. Z metforminom spodbujena aktivacija AMPK poveča privzem glukoze v 
skeletni mišici (20, 22).  
 
19 
 Tiazolidindioni (TZD)  
TZD, kot sta rosiglitazon ali pioglitazon, sta bila do nedavnega pogosta v uporabi kot 
zdravilni učinkovini za zdravljenje SB2. Zaradi neželenih učinkov pa se TZD sedaj bolj 
redko uporabljajo. TZD izboljšajo delovanje inzulina preko aktivacije PPAR-γ (ang. 
proliferator-activated receptor-γ), transkripcijskega faktorja, ki je zelo izražen v 
adipocitih. Aktivacija PPAR-γ v maščobnem tkivu vodi v povečano diferenciacijo 
adipocitov in oblikovanje manjših adipocitov, ki so bolj občutljivi na inzulin. TZD delujejo 
tudi kot aktivatorji AMPK. Mehanizem aktivacije je povezan s kopičenjem AMP kot 
posledica zaviranja kompleksa I mitohondrijske dihalne verige. Zdravljenje s TZD 
spodbuja sproščanje adiponektina iz adipocitov, ki aktivira AMPK v skeletnih mišicah in 
jetrih, kar vodi v povečan privzem glukoze in povečano oksidacijo maščobnih kislin ter 
zmanjšano tvorbo glukoze v jetrih. V človeških primarnih mišičnih celicah, pridobljenih od 
posameznikov s SB2, je zdravljenje z različnimi TZD izboljšalo presnovo maščobnih kislin 
in zmanjšalo aktivacijo ACC (20, 22). 
1.4 SINTEZA PURINOV DE NOVO, AMPK IN SULFASALAZIN  
1.4.1 Sinteza purinskih nukleotidov 
Celice sintetizirajo purinske nukleotide preko dveh poti. Prva je sinteza purinov de novo iz 
5-fosforibozil-1-pirofosfata (PRPP), druga pa je reciklažna pot (ang. salvage pathway). 
Biosinteza purinov de novo je 10-stopenjski proces, ki ga katalizira šest citoplazemskih 
encimov (Slika 1.7), od katerih so trije multifunkcionalni. Na tej poti iz PRPP nastane 
inozin monofosfat (IMP). V zadnjih dveh korakih de novo purinske poti se endogeni ZMP 
(5-aminoimidazol-4-karboksamidni ribonukleotid ali AICAR-monofosfat) s pomočjo 
encima ATIC pretvori v IMP. Kot že omenjeno, je ZMP lahko tudi eksogenega izvora; v 
tem primeru nastane s fosforilacijo AICAR. Eksogeni ZMP se nato naprej presnovi v de 
novo purinski poti. Reciklažna pot omogoča sintezo purinskih nukleotidov iz hipoksantina, 
adenina ali gvanina. IMP je torej prekurzor AMP in GMP v obeh poteh, saj se lahko 















Slika 1.7 Biosinteza purinov de novo.  Sinteza IMP, prekurzorja AMP in GMP, poteka s pomočjo 
10-stopenjskega encimskega procesa. AICAR je na sliki mišljen kot monofosforilirana oblika ZMP. 
Prekurzorske molekule so označene s črno barvo; encimi, ki katalizirajo njihovo pretvorbo so 
označeni rdeče (PRAT- fosforibozilpirofosfat amidotransferaza; trifunkcijski encim GART: GARS- 
glicinamid ribonukleotid sintetaza + GART- GAR formiltransferaza + AIRS- aminoimidazol 
ribonukleotid sintetaza; bifunkcionalni encim PAICS: AIRC- aminoimidazol ribonukleotid 
karboksilaza + SAICARS- sukcinoaminoimidazolkarboksamid ribonukleotid sintetaza; FGARAT-  
formilglicinamidin ribonukleotid amidotransferaza; ADSL- adenilosukcinat liaza; bifunkcionalni 
encim ATIC: AICART- AICAR transformilaza + IMPCH- IMP ciklohidrolaza. Prirejeno po (40).  
1.4.2 Zaviranje sinteze purinov de novo in aktivacija AMPK 
Intermediat de novo purinske poti ZMP je endogeni alosterični aktivator AMPK in aktivna 
(fosforilirana) oblika AICAR. ZMP se, kot je opisano zgoraj, enako kot AMP veže na 
regulacijsko podenoto AMPKγ. Farmakološko zaviranje ATIC, ki katalizira pretvorbo 
ZMP v IMP, zvišuje raven ZMP v celicah in tako spodbuja aktivacijo AMPK (34). Na 
povezavo med zaviranjem ATIC in aktivacijo AMPK kažejo poskusi z metotreksatom. 
Metotreksat je citostatik in zdravilo prve izbire za zdravljenje revmatoidnega artritisa. Ima 
več farmakoloških tarč, vključno z ATIC, ki je bistvenega pomena za pretvorbo ZMP v 
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IMP v zadnjih dveh stopnjah de novo purinske sintezne poti. Terapija z metotreksatom 
dviguje znotrajcelično vsebnost ZMP in izločanje njegovih presnovkov z urinom. Zaradi 
zvišanja znotrajcelične koncentracije endogenega ZMP bi metotreksat lahko spodbudil 
aktivacijo AMPK v skeletnih mišicah in drugih tkivih (Slika 1.8). Po drugi strani pa 
metotreksat potencira učinke eksogenega AICAR na aktivacijo AMPK in privzem glukoze 
ter lipidno oksidacijo v skeletnih mišicah. V prisotnosti metotreksata bi torej AICAR lahko 
učinkovito aktiviral AMPK v skeletnih mišicah v koncentracijah, ki jih lahko dosežemo pri 
človeku in vivo, ki pa običajno (v odsotnosti metotreksata) ne zadoščajo za aktivacijo 
AMPK. Dokazano je bilo tudi, da zaviranje ATIC, neposredno spodbuja aktivacijo AMPK 
v mišičnih cevčicah v kulturi (34).  
1.4.3 SSZ aktivator AMPK?  
Kot smo omenili že zgoraj, je SSZ zaviralec ATIC, ki je ključen pri pretvorbi ZMP v IMP 
v sintezi purinov de novo. Zaradi podobnega mehanizma delovanja, bi SSZ podobno kot 
metotreksat lahko spodbudil aktivacijo AMPK v skeletnih mišicah (Slika 1.8). V 
magistrski nalogi bomo torej poskušali ugotoviti, ali je SSZ aktivator AMPK (6, 34).  
 Slika 1.8 Purinska nukleotidna sinteza in njena vloga v uravnavanju AMPK. ZMP je naravni 
intermediat v de novo purinski biosintezi, ki vodi do tvorbe purinskih nukleotidov IMP, AMP in 
GMP. ZMP je analog AMP in aktivna oblika aktivatorja AMPK AICAR. Metotreksat (MTX) zavira 
očistek ZMP (1) in spodbuja aktivacijo AMPK v skeletni mišici. SSZ prav tako zavira očistek ZMP 
(1), kar nakazuje da lahko deluje kot aktivator AMPK (2)(6, 34). Prirejeno po (41).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Aktivacija AMPK v skeletni mišici velja za obetaven farmakološki pristop za zdravljenje 
SB2. Skeletna mišica je ključno mesto z inzulinom spodbujenega postprandialnega 
privzema glukoze in pomembno mesto inzulinske rezistence pri SB2. Aktivacija AMPK 
predstavlja od inzulina neodvisno pot, ki izboljša presnovo glukoze in lipidov, saj poveča 
privzem glukoze in oksidacijo maščobnih kislin.  
Antirevmatik metotreksat zavira ATIC in tako zmanjša očistek ZMP, s čimer spodbuja 
aktivacijo AMPK v skeletnih mišicah (34). SSZ prav tako zavira ATIC, kar nakazuje da bi 
lahko spodbudil aktivacijo AMPK (6). Salicilna kislina pa je neposredni aktivator AMPK 
(35). V magistrski nalogi bomo poskušali ugotoviti ali SSZ in/ali njegova presnovka 
sulfapiridin in 5-aminosalicilna kislina aktivirajo AMPK v skeletni mišici. Poskusna 
modela za preučevanje hipotez bosta primarna kultura človeških skeletnomišičnih celic in 
linija podganjih skeletnomišičnih celic L6.  
Preizkušali bomo tri hipoteze: 
1. Sulfasalazin spodbudi aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih celicah neodvisno od 
svojih presnovkov 5-aminosalicilne kisline in sulfapiridina. 
2. Sulfasalazin ojača z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih 
celicah neodvisno od svojih presnovkov 5-aminosalicilne kisline in sulfapiridina. 
3. Derivati salicilne kisline balsalazid, olsalazin in diflunisal aktivirajo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah.  
Obrazložitev hipotez: 
Ad 1) SSZ zavira ATIC in upočasni pretvorbo ZMP v IMP v de novo poti purinske sinteze. 
Ker je de novo pot purinske sinteze aktivna v skeletni mišici in v kulturi skeletnomišičnih 
celic (37), bi zaviranje ATIC lahko privedlo do zvišanja znotrajcelične koncentracije 
endogenega ZMP in s tem do z ZMP spodbujene aktivacije AMPK. To hipotezo podpirajo 
tudi selektivni zaviralci ATIC, kot je na primer Cpd14, ki delujejo kot neposredni 
aktivatorji AMPK (42). Ker salicilna kislina aktivira AMPK neposredno (35), pa bi lahko 
na aktivacijo AMPK vsaj delno vplivala tudi 5-ASA. Kljub temu pričakujemo, da SSZ 
aktivira AMPK neposredno in ne prek svojih presnovkov. 
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Ad 2) AICAR (AICA-ribozid) je najbolj pogosto uporabljen aktivator AMPK. Po vstopu v 
celico se fosforilira v ZMP (AICAR-monofosfat, AICA-ribotid) in s tem vstopi v de novo 
pot purinske sinteze. Zaviranje ATIC z metotreksatom upočasni pretvorbo eksogenega 
ZMP v IMP in s tem močno poveča z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK. Ker SSZ 
zavira ATIC, predvidevamo, da tudi SSZ ojača učinke AICAR na AMPK. Medtem ko je 
salicilna kislina zelo šibek zaviralec ATIC, sulfapiridin delovanja ATIC ne zavira (6). Na 
podlagi tega sklepamo, da bo učinke AICAR ojačal le SSZ. 
Ad 3) Salicilna kislina je neposredni aktivator AMPK (35), SSZ pa je derivat 
aminosalicilne kisline in zaviralec presnove AICAR, zato predvidevamo, da sorodne 




3 MATERIALI IN METODE 
Vse poskuse smo izvedli v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo na Inštitutu za 
patološko fiziologijo na Medicinski fakulteti na Univerzi v Ljubljani. Za poskuse na 
primarnih kulturah človeških skeletnomišičnih cevčic so bila pridobljena ustrezna 
dovoljenja (etično dovoljenje za pripravo in delo s človeškimi mišičnimi celicami Komisije 
Republike Slovenije za medicinsko etiko št. 71/05/12). Pri delu s človeškim tkivom smo 
upoštevali vse varnostne ukrepe, ki preprečujejo okužbe in njihovo širjenje.  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Uporabljene kemikalije, reagenti, mediji: 
Vsi mediji, reagenti in ostale spojine za delo s celičnimi kulturami so bili pridobljeni od 
družbe Invitrogen (Gibco®, Washington, ZDA). Uporabljena 1M HCl je bila kupljena pri 
Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija; uporabljen metanol (100-%) pa pri Alkaloid, Skopje, 
Makedonija. Vsi reagenti, za katere ni navedeno oziroma omenjeno drugače, so bili 
kupljeni pri Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, ZDA).  
3.1.2 Učinkovine 
Preglednica I: Pregled uporabljenih učinkovin 
Učinkovina Topilo Uporabljena 
koncentracija 
Proizvajalec 
Sulfasalazin DMSO 1 mM, 100 μM, 31 μM Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, ZDA 




1 M HCl 1 mM, 100 μM, 5 μM Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, ZDA 
AICAR PBS 1 mM, 2 mM Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, ZDA 
Metotreksat PBS 30 nM Merck Millipore, Darmstadt, Nemčija 




1 mM Abcam, Cambridge, ZDA 
Balsalazid Destilirana 
voda 
1 mM U.S. Pharmacopeia, Rockville, ZDA 





Preglednica II: Pregled uporabljene opreme 
Oprema Proizvajalec Uporaba 
Mikroskop ZEISS Axiovert 25, 
HB050/ AC 
Zeiss, Jena, Nemčija Pregled celic 
Tehtnica AB54-S  Mettler Toledo, Švica Tehtanje učinkovin za pripravo 
založnih raztopin 
Sonifikator UP50H Hielscher Ultrasonics, Teltow, 
Nemčija 
Homogeniziranje vzorcev za 
prenos western 
Denzitometer GS-800 BIO-RAD BioRad®, Hercules, Kalifornija, 
ZDA 
Zajem slike in denzitometrična 
analiza filmov prenosa western 
Sistem za elektroforezo BioRad 
Criterion Cell 
BioRad Laboratories Inc., 
Hercules, ZDA 
Elektroforeza 
Inkubator za celične linije 
HeracellTM 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, ZDA 
Gojenje celičnih linij (kultura 
podganjih skeletnomišičnih 
cevčic) 
Inkubator za celične linije  
Galaxy 170R 
New Brunswick-Eppendorf 
company, Hamburg, Nemčija 
Gojenje celičnih linij (primarna 
kultura človeških 
skeletnomišičnih cevčic) 
Termomikser Eppendorf, Hamburg, Nemčija Denaturacija proteinov 
VORTEX Vibromix 10  Tehtnica, Železniki, Slovenija  Mešanje vzorcev 
Sistem za prenos western BioRad 
Criterion Blotter 
BioRad Laboratories Inc., 
Hercules, ZDA 
Prenos western 
Stresalnik Domel, Škofja Loka, Slovenija Stresanje membran med 
spiranjem, blokiranjem, 
inkubacijo v primarnih, 
sekundarnih protitelesih 
Topla kopel VWR Scientific, Trevor, 
Wisconsin, ZDA 
Segrevanje medijev, reagentov 
Laminar Iskra Pio, Šentjernej,  Slovenija Izvajanje poskusov na celičnih 
linijah 
Tehtnica Mettler P1210N Kemomed d.o.o., Kranj, 
Slovenija 




3.2.1 Kultura podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 
Celične linije L6 podganjih mioblastov, pridobljene iz zbirke ATCC (Manassas, Virginija, 
ZDA) smo odmrznili iz tekočega dušika, kjer jih do uporabe zamrzujemo po navodilih 
proizvajalca. Za poskuse smo uporabili celice do 7. pasaže. Celice smo gojili v mediju 
MEM – α (+) nukleozidi (10-% (v/v) fetalni goveji serum (FBS), 0,3-% (v/v) Amfotericin 
B, 1-% (v/v) PenStrep) v gojitvenih posodah za celične kulture (75 cm2) (BD Biosciences, 
San Jose, Kalifornija, ZDA ali TPP Techno Plastik Products, Trasadingen, Švica). 
Konfluentnost celic smo spremljali s pregledom gojitvenih posod pod invertnim 
mikroskopom. Ko so celice dosegle 80- do 90-% konfluentnost, smo posesali medij iz 
gojitvenih posod, sprali celice s PBS in dodali segret tripsin. Za nekaj minut smo inkubirali 
gojitvene posode v inkubatorju (pri temperaturi 37 0C, v atmosferi z nasičeno vodno paro, 
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z 5-% CO2 in 20-% O2). Pod mikroskopom smo pogledali, če so se celice odlepile od 
podlage in nato smo dodali proliferacijski medij MEM – α (+) (10-% FBS, PenStrep, 
Amfotericin B). Celice smo nato srednje gosto posadili v plošče za gojenje celičnih kultur 
s 6 ali 12 vdolbinami (BD Biosciences, San Jose, Kalifornija, ZDA ali TPP Techno Plastik 
Products, Trasadingen, Švica). Ko so celice dosegle 80- do 90-% konfluentnost smo 
odsesali medij in celicam dodali diferenciacijski medij MEM – α (+) (2-% (v/v) FBS, 
PenStrep, Amfotericin B). Med diferenciacijo (7-9 dni) smo vsak drugi dan odsesali medij 
in dodali svežega. 24 ur pred koncem poskusa smo celice dvakrat sprali s PBS in dodali 
medij brez FBS in brez nukleozidov ( MEM - 𝛼 (−)). 
Slika 3.1 Kultura skeletnomišičnih cevčic. A:Kultura podganjih skeletnomišičnih cevčic L6, B: 
Primarna kultura človeških skeletnomišičnih cevčic. Obe sta slikani z invertnim mikroskopom (100-
kratna povečava). 
3.2.2 Primarna kultura človeških skeletnomišičnih cevčic 
Primarno kulturo človeških skeletnomišičnih cevčic smo pripravili iz mišičnega tkiva 
mišice semitendinosus, ki jih na Ortopedski kliniki UKC Ljubljana ob čiščenju kite zaradi 
rekonstrukcije križne vezi s kito mišice semitendinosus odstranijo in zavržejo pri rutinskih 
operacijah. Sodelovanje vseh donorjev mišičnega tkiva v raziskavi je prostovoljno in 
anonimno. Kulture so bile pripravljene po standardnem postopku (43). Do začetka priprave 
kultur so bili vzorci shranjeni pri 4 °C v 15 mL rastnega medija Advanced minimal 
essential medium (AdvMEM), ki je vseboval 10-% (v/v) FBS. Mišično tkivo smo po 
odstranitvi vezivnega in maščobnega tkiva narezali na 0,5-1 mm velike koščke, ter nato 
tripsinizirali koščke tkiva pri 37 °C 30-45 minut. Sproščene satelitne celice smo nato gojili 
v petrijevkah (d=100 mm) (BD Biosciences, San Jose, Kalifornija, ZDA) v rastnem mediju 
AdvMEM (10-% (v/v) FBS, 0,3-% (v/v) Amfotericin B, 0,15-% (v/v) Gentamicin) v 
inkubatorju v atmosferi (5-% CO2 /95-% zrak) z nasičeno vlago pri 37 °C. Celice smo nato 
pustili rasti 14-21 dni brez menjave medija. Pred začetkom fuzije mioblastov smo 
mioblastne kolonije ločili od fibroblastnih z uporabo MACS tehnologije in kompleta CD56 
A B 
27 
MicroBeads (Miltenyi Biotek, Anglija), s katerim ločimo miogene celice, ki izražajo 
antigen CD56 (NCAM), od nemiogenih celic, ki ga ne izražajo. Kolonije mioblastov smo 
nato začeli gojiti v gojitvenih posodah za celične kulture (75 cm2) v prisotnosti rastnega 
medija, ki smo ga menjali na 2-3 dni. Da ne bi prehitro prišlo do procesa diferenciacije, 
smo celice vedno presadili preden so se začele stikati. Celice smo pred poskusom presadili 
v plošče za gojenje celičnih kultur z 12 vdolbinami. Proces diferenciacije mioblastov v 
mišične cevčice smo sprožili z znižanjem koncentracije FBS iz 10-% (v/v) na 2-% (v/v) v 
AdvMEM z 0,3-% (v/v) Amfotericina B, 0,15-% (v/v) Gentamicina. Poskuse smo izvedli 
na 7. – 9. dan diferenciacije.  
3.2.3 ANALIZA SIGNALNIH POTI S PRENOSOM (ODTISOM) WESTERN (ang. 
western blot) 
3.2.3.1 Priprava vzorcev 
Tretirane celice na mikrotitrskih ploščah smo na ledu lizirali z 1x Laemmelijevim pufrom 
(Preglednica III), ki smo ga pripravili iz 4x Laemmelijevega pufra. S plastičnimi strgali 
(ang. scrappers) (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Nemčija) smo ga enakomerno 
razporedili po celotni površini vdolbinic in celice postrgali, ter lizate prenesli s pipeto v 
epice. Vzorce smo homogenizirali s sonifikatorjem (z 20 pulzi) pri srednji amplitudi in jih 
nato prestavili v termomikser za 20 minut pri 56 °C in 600 rpm, da smo denaturirali 
proteine.  
Sestava Laemmlijevega pufra je v Preglednici III. Natrijev dodecilsulfat (SDS) je 
detergent, ki denaturira beljakovine in se veže na njihove polipeptidne vezi sorazmerno 
njihovi masi ter jim dodeli negativen naboj in prekrije njihov lasten naboj in s tem 
omogoči ločevanje beljakovin le po velikosti. Glicerol poveča gostoto vzorcev, da se ti 
lažje usedejo na dno žepkov poliakrilamidnega gela. Bromofenolno modro služi kot 
barvilo, ki obarva vzorce in s tem omogoči lažji nanos v žepke gela in lažje opazovanje 
potovanja beljakovin v gelu. β-merkaptoetanol reducira disulfidne vezi znotraj molekul in 
med posameznimi molekulami (44). 
Preglednica III: Sestava 1x Laemmlijevega pufra  
Kemikalija Količina 
Tris baza 378, 45 mg 
SDS 1 g 
Glicerol 5 g 
1M HCl  5 mL 
Bromofenolno modro 1 mg 
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β–merkaptoetanol 2,5 mL 
Destilirana voda do 50 mL 
 
3.2.3.2 Gelska elektroforeza (ang. SDS-PAGE) 
Vzorce smo na hitro premešali in centrifugirali pri 4000 rpm (»short spin« za 4-5 sekund). 
Poliakrilamidne gradientne bis-tris gele z 12+2 žepki (BioRad®, Hercules, Kalifornija, 
ZDA) smo namestili v sistem za elektroforezo BioRad Criterion Cell, ki smo ga predhodno 
napolnili z 1x pufrom za elektroforezo (V = 1 L), ki smo ga pripravili z redčenjem 20x 
pufra »XT MES Running Buffer« (BioRad Laboratories Inc., ZDA). Žepke 
poliakrilamidnega gela smo dvakrat sprali s pufrom za elektroforezo in nato žepke 
previdno napolnili s pripravljenimi vzorci (V = 40 μL). V prvi in zadnji žepek smo nanesli 
beljakovinski velikostni marker »Full Range Rainbow Protein Molecular Weight Marker« 
(GE Healthcare, Uppsala, Švedska). Elekroforeza je potekala približno 45 minut pri 
konstantni napetosti 200 V (Slika 3.2).  
Slika 3.2 Gelska elektroforeza. Žepke napolnimo s pripravljenimi vzorci v Laemmlijevem pufru. 
SDS dodeli negativen naboj proteinom in ti po priklopu na vir napetosti začnejo potovati navzdol 
proti pozitivni anodi. Proteini z višjo molekulsko maso (MM) potujejo počasneje kot proteini z nižjo 
MM in zato prepotujejo krajšo razdaljo kot manjši proteini. Prirejeno po (45).  
3.2.3.3 Prenos (transfer) beljakovin z gela na PVDF membrano 
Po končani elektroforezi smo v 100-% metanolu (40-60 sekund) aktivirali poliviniliden 
diflouridno (PVDF) membrano (Immobilon-P, Millipore®, Billerica, Massachusetts, 
ZDA). V mrzli delovni raztopini pufra za prenos western (Preglednica IVb) smo nato 
sestavili t.i. sendvič (Slika 3.3). Pozorni smo bili, da med posameznimi stiki plasti ni 
mehurčkov, predvsem pa ne med gelom in aktivirano membrano, s čimer smo zagotovili 
najboljši možen prenos proteinov. Gel in membrano smo z obeh strani pokrili s filter 
papirjem in gobicami ter vse plasti zaprli v kaseto, ki smo jo nato vstavili v posodo za 
prenos BioRad Criterion Blotter. V posodo za prenos smo dali magnetno mešalo in do 
29 
oznake napolnili s pufrom za prenos western. Okolico posode za prenos smo hladili z 
ledom, da ne bi prišlo do pregrevanja. Prenos je potekal približno 60 minut pri konstantni 
napetosti 100 V. 
Slika 3.3 Shema sendviča za prenos proteinov z gela na PVDF membrano. Gel in membrano, ki 
morata biti v tesnem stiku, z obeh strani obdamo s filter papirjem in gobicami ter zapremo v kaseto 
in jo vstavimo v posodo za prenos. Po priključitvi na vir napetosti negativno nabiti proteini 
potujejo z gela na membrano, ki je obrnjena proti pozitivni anodi. Prirejeno po (46).  
Preglednica IVa: Sestava založne raztopine pufra za prenos western (tris-glicinski pufer) (10X), 
1 L 
Kemikalija Količina 
Tris baza 37,9 g 
Glicin 180,2 g 
Destilirana voda do 1 L 
 
Preglednica IVb: Sestava delovne raztopine pufra za prenos western, 1 L (transfer pufer) 
Kemikalija Količina 
Tris-glicinski pufer (10x) 100 mL 
Metanol (100-%)  100 mL 
SDS 10-% 1 mL 
Destilirana voda do 1 L 
 
3.2.3.4 Barvanje z barvilom Ponceau S 
Po končanem prenosu smo membrano vzeli iz kasete in jo sprali v pufru TBST (ang. Tris 
Buffered Saline with Tween) (Preglednica Vb) in nato še trikrat s 5-% (v/v) ocetno kislino. 
Uspešnost prenosa na membrano in enakomernost nanosa beljakovinskih vzorcev smo 
preverili z 1-minutno inkubacijo v barvilu Ponceau S (Sigma-Aldrich®, St. Louis, 
Missouri, ZDA ) (0,1-% (w/v) v 5-% (v/v) ocetni kislini). Posledica je bila rdeče obarvanje 
proteinov v pasovih in roza obarvanje same membrane. Membrano smo nato sprali s 5-% 
(v/v) ocetno kislino in jo skenirali z barvnim skenerjem.  
Ponceau S je negativno nabito barvilo, ki se veže na pozitivno nabite beljakovinske amino 
skupine ter se prav tako nekovalentno veže na nepolarne beljakovinske regije. Rdeče 
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obarvanje beljakovin s Ponceau S je reverzibilno z 1-minutno inkubacijo v 0,1 M NaOH in 
tako omogoča nadaljnje imunološke detekcije (47). 
Preglednica Va: Sestava fiziološke raztopine z dodanim Tris pufrom; Tris – buffered saline TBS 
(20X), 1 L, pH 7,6 
Kemikalija Količina 
Tris baza 48,4 g 
NaCl 160 g 
1 M HCl 24 mL 
Destilirana voda do 1 L 
 
Preglednica Vb: Sestava fiziološke raztopine z dodanim Tris pufrom + Tween-20; TBST - Tris – 
buffered saline + Tween-20, 2 L  
Kemikalija Količina 
TBS (20x) 100 mL 
Tween-20 400 μL 
Destilirana voda do 2 L 
 
3.2.3.5 Blokiranje membrane 
Membrano smo razbarvali z večkratnim spiranjem s pufrom TBST in destilirano vodo. Po 
razbarvanju smo jo namočili v 100-% metanol in jo posušili do suhega, da smo zagotovili 
boljše blokiranje. Nato smo membrano še enkrat na hitro pomočili v metanol in jo zatem 
sprali s pufrom TBST. Pripravili smo raztopino za blokiranje membrane, ki jo sestavlja 
7,5-% (w/v) posneto mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Ljutomer, Slovenija) raztopljeno 
v pufru TBST. Membrano smo inkubirali 1 uro v 7,5-% (w/v) posnetem mleku v prahu na 
stresalniku pri sobni temperaturi, da bi onemogočili vezavo primarnih protiteles na 
nespecifična vezavna mesta na membrani. 
Pomembno je, da pred uporabo protiteles za detekcijo prenesenih proteinov na membrano, 
obvezno blokiramo preostala vezavna mesta, da bi preprečili nespecifično vezavo 
protiteles, saj so PVDF membrane visoko afinitetne do beljakovin. Če tega ne naredimo, se 
bodo protitelesa ali drugi reagenti za detekcijo vezali na preostala vezavna mesta, ki so 
prvotno služila imobilizaciji celičnih proteinov. Popoln pufer za blokiranje (v našem 
primeru posneto mleko v TBST) se veže na potencialna vezavna mesta nespecifične 
interakcije in tako odstrani ozadje, pri tem pa ne spremeni ali blokira epitopa za vezavo 
protiteles (48).  
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3.2.3.6 Inkubacija membran s primarnimi in sekundarnimi protitelesi 
Po blokiranju smo glede na velikost proteinov membrano prerezali na primerno široke 
trakce, kjer smo predvidevali, da bodo preučevani proteini pAMPK, pACC, pERK1/2. 
Trakce smo nato večkrat spirali s pufrom TBST vsaj 30 minut. Prenesli smo jih v plastične 
vrečke in jih inkubirali z ustreznimi primarnimi protitelesi (Preglednica VI) v pufru za 
protitelesa (20 mM TBS, 0,1-% NaN3, 0,1-% BSA) čez noč na stresalniku pri 4 °C.  
Preglednica VI: Pregled uporabljenih primarnih protiteles  
Uporabljeno protitelo Proizvajalec Vir Redčenje 
Phospho-ACC (Ser79) 
monoklonsko protitelo #3661 
Cell Signaling Technology®, Danvers, 
Massachusetts, ZDA  
kunec 1:1000 
Phospho-AMPKα (Thr172) 
(40H9) monoklonsko protitelo 
#2535 
Cell Signaling Technology®, Danvers, 
Massachusetts, ZDA 
kunec 1:1000 
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 
XPTM monoklonsko protitelo 
#4370 
Cell Signaling Technology®, Danvers, 
Massachusetts, ZDA 
kunec 1:20000 
Naslednji dan smo membrane spirali večkrat s pufrom TBST vsaj 30 minut. Pripravili smo 
raztopino 5-% (w/v) posnetega mleka v pufru TBST, v kateri smo ustrezno redčili 
(običajno 1:12.500 ali 1:25.000) sekundarna protitelesa. Uporabljena sekundarna 
protitelesa (BioRad®, Hercules, Kalifornija, ZDA) so bila IgG poliklonska protitelesa 
koze, konjugirana s hrenovo peroksidazo (ang. horseradish peroxidase, HRP). Membrane 
smo inkubirali 1 uro v 5-% (w/v) posnetem mleku na stresalniku pri sobni temperaturi. Po 
inkubaciji smo membrane spirali večkrat s pufrom TBST vsaj 30 minut.   
3.2.3.7 Detekcija specifičnih proteinov z ojačano kemiluminiscenco 
Pasove proteinov, ki smo jih predvidevali na določenem trakcu membrane, smo detektirali 
z metodo imenovano ojačana kemiluminiscenca (ang. ECL – enhanced 
chemiluminescence). Membrane smo po spiranju osušili z mehkimi papirnatimi robčki in 
tik pred uporabo zmešali oba kemiluminiscentna reagenta. Reagent 1 predstavlja peroksid, 
reagent 2 pa luminol (Pierce®, Thermo Scientific®, West Palm Beach, Florida, ZDA). 
Mešanico obeh reagentov smo nakapali po celi površini trakcev membran in inkubirali 1 
minuto. 
32 
Sekundarna protitelesa so konjugirana s hrenovo peroksidazo, ki je katalizator oksidacijske 
reakcije luminola s peroksidom, katere rezultat je 3-aminoftalat, ki oddaja svetlobo pri 425 
nm (50) (Slika 3.4a in 3.4b). To svetlobo smo zajeli na rentgenske filme (Agfa, Zagreb, 
Hrvaška), ki smo jih razvili v napravi za razvijanje rentgenskih filmov Curix 60 (Agfa 
HealthCare®, Greenville, Južna Karolina, ZDA). Filme smo označili (čas ekspozicije, 
redčitve sekundarnih protiteles, detektirani proteini, oznaka poskusa, velikostni markerji, 
datum, avtor) in jih analizirali na denzitometru in shranili na temno. Membrane smo sprali 
v metanolu, jih osušili do konca in shranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
Slika 3.4a Detekcija z ECL. Primarno protitelo se specifično veže na tarčni protein. Sekundarno 
protitelo, konjugirano s HRP se veže na primarno protitelo. HRP katalizira oksidacijsko reakcijo 
ECL reagentov in s tem omogoča kemiluminiscenčno detekcijo. Prirejeno po (49). 
Slika 3.4b Kemiluminiscenčna reakcija. Peroksid s pomočjo katalizatorja HRP reagira z 
luminolom. Rezultat je 3-aminoftalat, ki oddaja svetlobo pri 425 nm in jo zajamemo na rentgenski 
film (50). 
3.2.4 STATISTIČNA ANALIZA REZULTATOV 
Rezultate poskusov smo statistično obdelali v programu GraphPad Prism 6. Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti ± standarna napaka povprečja (SEM – ang. standard 
error of the mean). Za primerjave razlik med posameznimi vzorci in kontrolnim vzorcem 
smo uporabili enosmerno ANOVO, ki ji je sledil Bonferronijev post hoc test ali Dunnettov 
post hoc test s stopnjo zaupanja 95 %. Oznaka * pomeni statistično značilno razliko, na 
podlagi upoštevane meje P<0,05.  
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4 REZULTATI  
4.1 Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na aktivacijo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah  
Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na aktivnost AMPK smo spremljali posredno z 
merjenjem fosforilacije AMPK na treoninskem ostanku 172 (Thr172), ki je potreben za 
njeno maksimalno aktivacijo, in fosforilacijo njene neposredne tarče ACC na serinskem 
ostanku 79 (Ser79). Merili smo tudi fosforilacijo ERK1/2 na treoninskem ostanku 202 in 
tirozinskem ostanku 204 (Thr202/Tyr204). 
Podganje skeletnomišične celice L6 smo diferencirali 7-10 dni in jih nato tretirali s SSZ (1 
mM) 8 ur ali z AICAR (2 mM) 45 minut. SSZ je povečal fosforilacijo AMPK in ACC 
(Slika 4.1 A, B). Razlika ni bila statistično značilna (P>0,05), nakazan pa je bil trend k 
povečanju fosforilacije AMPK (P=0,10). AICAR ni imel vpliva na fosforilacijo AMPK 
(Slika 4.1 A), močno pa je povečal fosforilacijo ACC in ERK1/2 (Slika 4.1 B, C). Da bi 
preverili, ali na delovanje AMPK vplivata tudi presnovka SSZ, smo cevčice L6 tretirali s 
5-ASA in/ali sulfapiridinom (1 mM, 8 ur). Tretiranje s sulfapiridinom in 5-ASA ni 
povečalo fosforilacije AMPK, ACC in ERK1/2 (Slika 4.1 A, B, C). Ti rezultati so nakazali, 
da bi SSZ morda lahko spodbujal aktivacijo AMPK, medtem ko sulfapiridin in 5-ASA 






Slika 4.1 Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172), (B) 
fosforilacijo ACC (Ser79) in (C) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) v podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah L6. Podganje skeletnomišične cevčice smo 8 ur inkubirali s SSZ (1 
mM), sulfapiridinom (SP, 1 mM), 5-ASA (1 mM) in SP (1 mM) skupaj s 5-ASA (1 mM). 45 minut 
pred koncem osemurnega poskusa smo eni kontroli tretiranih celic dodali AMPK aktivator AICAR 
(AIC, 2 mM) kot pozitivno kontrolo. Prikazane so povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične 
analize v arbitrarnih enotah, N=4, *P<0,05 v primerjavi s kontrolo, Dunnettov post hoc test, 



























































































pAMPK (arbitrarne enote) 
A 
Ponceau S 
pACC (arbitrarne enote) 
pACC 
B 





4.2 Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na z AICAR spodbujeno aktivacijo 
AMPK v skeletnomišičnih celicah 
SSZ zavira ATIC, encim, ki presnavlja aktivno obliko AICAR (AICAR-monofosfat ali 
ZMP) (6). Zaviranje ATIC z metotreksatom upočasni presnovo AICAR in močno ojača z 
AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih cevčicah (34). Ker je SSZ 
zaviralec ATIC, smo predvidevali, da bo tretiranje s SSZ povečalo učinke AICAR na 
aktivacijo AMPK v mišičnih cevčicah. Da bi preverili to hipotezo, smo podganje mišične 
cevčice L6 8 ur tretirali s SSZ, sulfapiridinom ali 5-ASA. Zadnjih 45 minut poskusa pa 
smo dodali še AICAR. Da bi lahko opazili ojačanje učinkov AICAR, smo ga uporabili v 
submaksimalni koncentraciji (1 mM), ki v cevčicah L6 spodbudi blago do zmerno 
povečanje fosforilacije AMPK in ACC. Osemurno tretiranje podganjih mišičnih cevčic s 
SSZ (1 mM) je statistično značilno (P<0,05) povečalo fosforilacijo AMPK in ACC (Slika 
4.2 A, B), medtem ko njegova presnovka sulfapiridin in 5-ASA nista imela takšnega 
učinka.  
SSZ (1 mM) ni povečal z AICAR spodbujene fosforilacije AMPK, ACC (Slika 4.2 A, B) 
ali ERK1/2 (Slika 4.2 C). Tudi sulfapiridin (1 mM) in 5-ASA (1 mM) nista povečala 
učinkov AICAR na aktivacijo AMPK, ACC (Slika 4.2 A, B) ali ERK1/2 (Slika 4.2 C). Ti 
rezultati torej ponovno kažejo, da osemurno tretiranje podganjih skeletnomišičnih cevčic 
L6 s SSZ (1 mM) spodbudi aktivacijo AMPK, medtem ko sulfapiridin in 5-ASA nimata 
takšnega učinka. Rezultati hkrati tudi kažejo, da SSZ oziroma njegova presnovka 








Slika 4.2 Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172), (B) 
fosforilacijo ACC (Ser79) in (C) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) v podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah L6 z/brez dodatka AICAR. Podganje skeletnomišične cevčice smo 8 ur 
inkubirali s SSZ (1 mM), sulfapiridinom (SP, 1 mM) in 5-ASA (1 mM). 45 minut pred koncem 
osemurnega poskusa smo celicam dodali aktivator AMPK AICAR (AIC, 1 mM). Prikazane so 
povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize v arbitrarnih enotah, N=4, *P<0,05 v 
primerjavi s kontrolo, Dunnettov post hoc test, Ponceau S.  
 
Ker so naši poskusi pokazali, da SSZ lahko aktivira AMPK v podganjih skeletnomišičnih 
cevčicah, smo njegove učinke preučili še v kulturi primarnih človeških skeletnomišičnih 
cevčic. Da bi preverili, ali SSZ deluje kot aktivator AMPK smo uporabili koncentracije, ki 
so bližje terapevtskim koncentracijam pri človeku (31 μM SSZ, 120 μM sulfapiridin, 5 μM 
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Po osemurnem tretiranju človeških skeletnomišičnih cevčic s SSZ (100 μM), 
sulfapiridinom (100 μM) ali 5-ASA (100 μM) se je nakazoval trend k povečanju 
fosforilacije AMPK, ACC in ERK1/2, vendar razlika ni dosegla statistične značilnosti 
(Slika 4.3 A, B in C). Zanimalo nas je tudi, ali kombinacija vseh treh učinkovin v 
kombinaciji z AICAR ojača aktivacijski učinek AICAR, vendar niti v 100 μM 
koncentracijah niti v terapevtskih koncentracijah SSZ, 5-ASA in sulfapiridin niso ojačali 
učinkov AICAR, medtem ko je sam AICAR dosegel statistično značilno povečanje 
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Slika 4.3 Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA v 100 μM in v in vivo terapevtskih koncentracijah na 
(A) fosforilacijo AMPK (Thr172), (B) fosforilacijo ACC (Ser79) in (C) fosforilacijo ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) v človeških skeletnomišičnih cevčicah. Človeške skeletnomišične cevčice smo 8 
ur inkubirali s SSZ (100 μM in 31 μM), sulfapiridinom (SP, 100 μM in 120 μM), 5-ASA (100 μM in 
5 μM), SSZ + SP + 5-ASA (100 μM in terapevtske koncentracije-ter.k.). 45 minut pred koncem 
osemurnega poskusa smo enim tretiranim celicam dodali AMPK aktivator AICAR (AIC, 1 mM). 
Terapevtske koncentracije so bile 31 μM SSZ, 120 μM sulfapiridin, 5 μM 5-ASA. Prikazane so 
povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize v arbitrarnih enotah, N=4, *P<0,05 v 
primerjavi s kontrolo, Dunnettov post hoc test, Ponceau S.  
Ker nizke (terapevtske) koncentracije SSZ, sulfapiridina in 5-ASA, niso pomembno 
vplivale na z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK, smo v kulturi primarnih človeških 
skeletnomišičnih celic preverili še učinke visoke koncentracije SSZ (1 mM). Osemurno 
tretiranje s SSZ (1 mM), 5-ASA (1 mM) ali sulfapiridinom (1 mM) v kulturi primarnih 
skeletnomišičnih celic ni imelo kakšnega izrazitega učinka na fosforilacijo AMPK in/ali 
ACC (Slika 4.4 A, B). Preverili smo tudi, ali SSZ ojača učinke AICAR na aktivacijo 
AMPK v človeških skeletnomišičnih cevčicah. SSZ (1 mM) je z dodanim AICAR 
zmanjšal fosforilacijo ACC s statistično značilno razliko v primerjavi s samim AICAR, 
medtem ko je AICAR statistično značilno povečal fosforilacijo ACC (Slika 4.4 B). Pri 
presnovkih SSZ, sulfapiridinu (1 mM) in 5-ASA (1 mM) ter njuni kombinaciji se je z 
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kažejo, da osemurno tretiranje s SSZ (1 mM) tudi v človeških skeletnomišičnih cevčicah 
ne ojača z AICAR spodbujene aktivacije AMPK.  
Slika 4.4 Vpliv metotreksata, SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172), 
(B) fosforilacijo ACC (Ser79) in (C) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) v človeških 
skeletnomišičnih cevčicah z/brez dodatka AICAR. Človeške skeletnomišične cevčice smo 8 ur 
inkubirali z metotreksatom (MTX) (30 nM), SSZ (1 mM), sulfapiridinom (SP, 1 mM), 5-ASA (1 mM) 
in SP (1 mM) skupaj s 5-ASA (1 mM). 45 minut pred koncem osemurnega poskusa smo celicam 
dodali aktivator AMPK AICAR (AIC, 1 mM). Prikazane so povprečne vrednosti (±SEM) 
denzitometrične analize v arbitrarnih enotah, N=4, *P<0,05 v primerjavi s kontrolo, Dunnettov 
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4.3 Vpliv balsalazida, olsalazina in diflunisala na aktivacijo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah 
Poleg SSZ se klinično uporablja še več drugih derivatov salicilne kisline, kot so olsalazin, 
balsalazid in diflunisal (Slika 4.5 A, B). Preverili smo, ali te učinkovine vplivajo na 
delovanje AMPK v mišičnih celicah. Podganje skeletnomišične cevčice smo 1 ali 8 ur 
tretirali z 1 mM SSZ, olsalazinom, balsalazidom, diflunisalom ali salicilno kislino. SSZ je 
po 1-urnem tretiranju statistično značilno povečal fosforilacijo ACC (Slika 4.5 E). 
Fosforilacija AMPK se pri tem ni povečala. Fosforilacija ERK1/2 pa se je po 1 uri 
zmanjšala. Rezultat je bil podoben pri tretiranju z drugimi derivati salicilne kisline. Po 1-
urnem in po 8-urnem tretiranju podganjih skeletnomišičnih cevčic so tudi ostali derivati 
salicilne kisline v 1 mM koncentraciji nakazovali trend k povečanju fosforilacije ACC 
(Slika 4.5 E, F). Najbolj izrazit je bil učinek diflunisala, ki je močno povečal fosforilacijo 
ACC (Slika 4.5 E, F), tako po 1-urnem kot tudi po 8-urnem tretiranju je dosegel statistično 
značilno povečanje fosforilacije ACC. Po 1-urnem tretiranju je bila tudi fosforilacija 
AMPK zelo povečana. Čeprav je salicilna kislina znan aktivator AMPK, v tem poskusu ni 













































































































































































































































































Slika 4.5 (A) Shema presnove balsalazida, olsalazina in sulfasalazina; prirejeno po (54). (B) 
Kemijska struktura diflunisala; prirejeno po (55). Vpliv derivatov salicilne kisline (SSZ, 
olsalazin, balsalazid, diflunisal, salicilat) na (C) fosforilacijo AMPK (Thr172) po 1 uri, (D) 
fosforilacijo AMPK (Thr172) po 8 urah, (E) fosforilacijo ACC (Ser79) po 1 uri, (F) fosforilacijo 
ACC (Ser79) po 8 urah, (G) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) po 1 uri in (H) fosforilacijo 
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) po 8 urah v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Podganje 
skeletnomišične cevčice smo ločeno 1 uro in 8 ur inkubirali s SSZ (1 mM), olsalazinom (1 mM), 
balsalazidom (1 mM), diflunisalom (1 mM) in salicilatom (1 mM). Prikazane so povprečne 
vrednosti (±SEM) denzitometrične analize v arbitrarnih enotah, N=4, *P<0,05 v primerjavi s 
kontrolo, Dunnettov post hoc test, Ponceau S.  
4.4 Skupna analiza vseh poskusov 
Če pogledamo grafe vseh poskusov prikazanih zgoraj lahko opazimo, da so učinki SSZ na 
aktivacijo AMPK variabilni. Ker smo želeli natančneje opredeliti, ali SSZ aktivira AMPK, 
smo naredili dodatno analizo vseh poskusov skupaj. Po osemurnem tretiranju podganjih 
skeletnomišičnih cevčic L6 z 1 mM SSZ je bilo povečanje fosforilacije AMPK na meji 
statistične značilnosti (P=0,078), povečanje fosforilacije ACC pa je bilo statistično 
značilno (P<0,05) (Slika 4.6 A, C). Fosforilacija ERK1/2 se ni pomembno povečala (Slika 
4.6 E). Naši združeni rezultati iz poskusov na slikah 4.1, 4.2 in 4.5 torej kažejo, da SSZ v 1 
mM koncentraciji lahko aktivira AMPK v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. 
Osemurno tretiranje človeških skeletnomišičnih cevčic s SSZ (31 μM, 100 μM in 1 mM) je 
nakazovalo trend k povečanju fosforilacije ACC (Slika 4.6 D), vendar ni doseglo 




Slika 4.6 Združeni rezultati grafov 7.1, 7.2 in 7.5: Vpliv 1 mM SSZ na (A) fosforilacijo AMPK 
(Thr172), (C) fosforilacijo ACC (Ser79) in (E) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) v 
podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Združeni rezultati grafov 7.3 in 7.4: Vpliv SSZ v 31 
μM, 100 μM in 1 mM koncentracijah na (B) fosforilacijo AMPK (Thr172), (D) fosforilacijo 
ACC (Ser79) in (F) fosforilacijo ERK1/2 (Thr202/Tyr204) v človeških skeletnomišičnih 
cevčicah. Podganje skeletnomišične cevčice L6 smo 8 ur inkubirali z 1 mM SSZ. Človeške 
skeletnomišične cevčice smo 8 ur inkubirali s SSZ (31 μM, 100 μM in 1 mM). Prikazane so 
povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize v arbitrarnih enotah; A,C,E: N=12, neparni 
t-test; B, D, F: N=4 (pri kontroli 8), Dunnettov post hoc test; *P<0,05 v primerjavi s kontrolo, 

















































































































































































Do sedaj je bilo znano, da je SSZ zaviralec ATIC, medtem ko njegov sulfonamidni 
presnovek sulfapiridin ni, kar nakazuje, da ta lastnost ne velja na splošno za sulfonamidne 
učinkovine, ampak je posebna za SSZ (6). Ker ima zaradi zaviranja ATIC delno podoben 
mehanizem delovanja kot metotreksat, ki spodbuja aktivacijo AMPK v skeletni mišici 
(34), smo hoteli ugotoviti, ali tudi SSZ oziroma njegova presnovka 5-ASA in sulfapiridin 
vplivajo na delovanje AMPK v skeletnih mišicah. 
Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih celicah 
V poskusu na podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6 (Slika 4.1) smo kot pozitivno 
kontrolo uporabili 2 mM AICAR, s katerim smo preverili, ali imajo celice L6 normalno 
odzivno signalno pot prek AMPK. 2 mM AICAR je po pričakovanjih po 45-minutnem 
delovanju statistično značilno povečal fosforilacijo ACC (Slika 4.1 B), kar je skladno s 
študijo AICAR na izolirani podganji mišici (56). SSZ je povečal fosforilacijo AMPK, 
vendar razlika ni dosegla ravni statistične značilnosti. Kljub temu, skupaj z ostalimi 
poskusi, lahko rečemo, da naši rezultati podpirajo hipotezo, da SSZ vsaj v visokih 
koncentracijah (1 mM) spodbuja aktivacijo AMPK v podganjih skeletnomišičnih celicah 
L6. To pomeni, da bi SSZ na presnovne procese v skeletni mišici lahko deloval podobno 
kot AICAR in drugi aktivatorji AMPK. Ob aktivaciji AMPK bi na primer lahko 
pričakovali povečano oksidacijo maščobnih kislin in privzem glukoze. Ker je salicilna 
kislina neposredni aktivator AMPK (35), smo zato v okviru naloge preučili, ali na 
aktivacijo AMPK vpliva 5-ASA. Njene učinke pa smo primerjali z učinki sulfapiridina. 
Ugotovili smo, da tretiranje s 5-ASA in/ali sulfapiridinom ne povzroča aktivacije AMPK v 
skeletnomišičnih celicah. Nakazoval se je celo trend k znižanju fosforilacije AMPK pri 
tretiranju s tema učinkovinama.  
Če v celoti pogledamo te naše poskuse (Slike 4.1-4.4), rezultati kažejo na to, da SSZ 
nekoliko bolje deluje kot aktivator AMPK na podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6 kot 
na primarni kulturi človeških skeletnomišičnih cevčic, medtem ko njegova presnovka nista 
konsistentno aktivirala AMPK. Zaradi variabilnosti rezultatov bi bilo vsekakor potrebno 
opraviti dodatne poskuse. Na podlagi naših rezultatov pa lahko zaključimo, da 5-ASA in 
sulfapiridin ne prispevata k s SSZ spodbujeni aktivaciji AMPK v skeletnomišičnih celicah. 
Če SSZ spodbuja aktivacijo AMPK v razmerah in vivo, lahko na podlagi naših celičnih 
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poskusov sklepamo, da je to neposredna posledica delovanja SSZ in ne njegovih 
presnovkov. Poudariti je treba tudi, da aktivacija AMPK še ne pomeni, da SSZ dejansko 
spodbudi ugodne presnovne prilagoditve v skeletni mišici. Presnovne učinke sulfasalazina 
bi bilo zato potrebno posebej ovrednotiti. V ta namen bi lahko v kulturi podganjih ali 
človeških skeletnomišičnih celic v prisotnosti in odsotnosti SSZ, sulfapiridina in/ali 5-ASA 
izmerili privzem [3H]glukoze in oksidacijo [3H]palmitinske kisline. 
Variabilnost učinkov SSZ na aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih celicah 
Učinki SSZ na aktivacijo AMPK, ki smo jo spremljali z merjenjem fosforilacije AMPK in 
ACC so bili precej variabilni. V nekaterih poskusih je SSZ spodbudil fosforilacijo AMPK 
in ACC (Slike 4.1, 4.2, 4.5), v drugih pa ni imel takšnega učinka (Slike 4.3, 4.4). V 
nekaterih primerih pa so se pojavile tudi razlike med spremembami v fosforilaciji AMPK 
in ACC. Razlike v opaženih učinkih lahko pripišemo vsaj dvema dejavnikoma. Prvič: 
založno raztopino SSZ je bilo treba pred poskusom segrevati, da je SSZ ostal raztopljen in 
da ni precipitiral. Tako koncentrirano založno raztopino smo uporabljali, da bi se ob 
tretiranju celic izognili prevelikemu redčenju celičnega gojišča. Slabost takšnega pristopa 
je bila, da je po vsej verjetnosti prišlo do vsaj manjših odstopanj v koncentraciji SSZ med 
tretiranjem celic. Če se je raztopina preveč ohladila, je namreč SSZ začel precipitirati, 
zaradi česar je bila končna koncentracija v celičnem gojišču manjša od načrtovane. Čeprav 
smo pri pripravi delovnih raztopin zelo pazili, ne moremo povsem izključiti možnosti, da 
so bile med poskusi manjše razlike v koncentracijah SSZ.  
Drugič: razlike v spremembah fosforilacije AMPK in ACC si lahko razložimo z načinom 
aktivacije AMPK. SSZ je na primer povečal fosforilacijo ACC v celicah L6 (Slika 4.5 E, 
F), medtem ko je znižal fosforilacijo AMPK (Slika 4.5 D). Vendar zgolj na podlagi 
meritve fosforilacije AMPK ne moremo izključiti povečane aktivacije AMPK. Četudi naši 
rezultati kažejo nižjo raven fosforilacije AMPK, je treba upoštevati, da se AMPK lahko 
aktivira na dva načina: alosterično in kovalentno (s fosforilacijo). Z vezavo AMP na 
regulatorno podenoto AMPKγ se aktivnost AMPK alosterično poveča do 10-krat. Vezava 
AMP hkrati zavira defosforilacijo Thr172, kar vodi v povečano fosforilacijo Thr172 na 
katalitični podenoti AMPKα. To lahko poveča njeno aktivnost še za 100-krat. Tako se 
lahko aktivnost AMPK ob skupni aktivaciji po obeh mehanizmih poveča kar do 1000-krat 
(23-24). Z metodo prenos western lahko določamo aktivacijo AMPK le posredno z 
merjenjem fosforilacije na Thr172, kar pomeni, da s tem pristopom lahko podcenimo 
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stopnjo aktivacije AMPK, saj ne moremo zaznati alosterične aktivacije. Zato je pri 
obravnavanju rezultatov bolj pomembno oziroma bolj občutljivo povečanje fosforilacije 
ACC. Slabost tega pristopa je, da predvideva, da je fosforilacija ACC na Ser79 odvisna 
predvsem od aktivnosti AMPK. 
Vpliv SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah 
SSZ je zaviralec ATIC, ki presnavlja ZMP, farmakološko aktivno obliko AICAR, v IMP 
(6). V naši drugi hipotezi smo zato želeli ugotoviti, ali SSZ in njegova presnovka, 
sulfapiridin in 5-ASA vplivajo na z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK. To hipotezo 
smo preverili tako na podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6 (Slika 4.2) kot tudi na 
primarni kulturi človeških skeletnomišičnih cevčic (Sliki 4.3 in 4.4). V ta namen smo pri 
poskusih uporabili 1 mM AICAR, s katerim smo 45 minut tretirali celice. Za takšno 
časovno okno smo se odločili, ker je bil stimulatorni učinek AICAR na aktivacijo AMPK v 
izolirani podganji skeletni mišici maksimalen pri 40 minutah (57). Naši rezultati 
nakazujejo, da SSZ, sulfapiridin in 5-ASA ne povečajo z AICAR spodbujene aktivacije 
AMPK, in torej ne podpirajo naše druge hipoteze. To je še posebej očitno v poskusu na 
primarnih človeških skeletnomišičnih celicah, kjer je SSZ celo zmanjšal učinke AICAR na 
fosforilacijo ACC (Slika 4.4 B). Rezultat, da SSZ ne ojača delovanja AICAR, je 
presenetljiv, ker bi zaradi zaviranja ATIC pričakovali, da bodo učinki AICAR na 
fosforilacijo AMPK in ACC močno spodbujeni. Za dokončno opredelitev bi potrebovali 
več dodatnih poskusov, v katerih bi uporabili različne inkubacijske čase in koncentracije 
SSZ. Treba pa bi bilo izmeriti tudi znotrajcelično koncentracijo ZMP. 
ATIC in mehanizem delovanja SSZ na AMPK  
Da SSZ ni povečal učinkov AICAR na fosforilacijo AMPK in ACC si lahko razložimo 
vsaj na dva načina. Prvič: SSZ v celični kulturi ne zavira ATIC. To bi razložilo, zakaj 
nismo opazili nobenega povečanja učinkov AICAR. Pri zaviranju ATIC z metotreksatom 
(5 μM) so učinki AICAR tako ojačani, da že 0.2 mM AICAR zadošča za močno povečanje 
fosforilacije AMPK in ACC (34). Tega pri tretiranju s SSZ nismo nikoli opazili. Čeprav bi 
odsotnost zaviranja ATIC razložila, zakaj delovanje AICAR ni bilo ojačano, pa takšna 
razlaga odpira vprašanje, na kakšen način potem SSZ vpliva na aktivacijo AMPK. Če SSZ 
ne zavira ATIC, to pomeni, da SSZ spodbuja aktivacijo AMPK prek neznanega 
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mehanizma. Druga možna razlaga je, da SSZ sicer zavira ATIC, vendar hkrati vpliva na 
privzem in/ali znotrajcelično presnovo AICAR. Na to kaže rezultat poskusa na Sliki 4.4 B, 
v katerem, je SSZ celo zmanjšal z AICAR spodbujeno fosforilacijo ACC. Da bi razrešili ta 
vprašanja, bi bilo nujno izmeriti znotrajcelično koncentracijo ZMP in oceniti delovanje 
oksidative fosforilacije. Nekateri salicilati na primer zavirajo delovanje mitohondrijev, kar 
prek zvišanja razmerja AMP/ATP spodbuja aktivacijo AMPK (58). 
Vpliv terapevtskih koncentracij SSZ, sulfapiridina in 5-ASA na aktivacijo AMPK v 
skeletnomišičnih celicah 
Želeli smo preveriti, ali SSZ, sulfapiridin in 5-ASA vplivajo na aktivacijo AMPK v kulturi 
skeletnomišičnih celic v koncentracijah, ki so podobne terapevtskim koncentracijam v 
razmerah in vivo. Kljub pozitivnim rezultatom v višji koncentraciji SSZ (1 mM) na 
podganjih skeletnomišičnih celicah L6, je pomembno, da preverimo vpliv SSZ in njegovih 
presnovkov v koncentraciji, ki je normalno prisotna pri človeku med zdravljenjem. Da bi 
se približali tem razmeram, smo uporabili najpogostejše serumske koncentracije SSZ, 
sulfapiridina in 5-ASA, prisotne pri človeku med zdravljenjem kronične vnetne črevesne 
bolezni in vnetnih revmatičnih bolezni, ter poskus izvedli na primarnih človeških 
skeletnomišičnih celicah (11-12, 51-53). Naši rezultati s terapevtskimi koncentracijami 
SSZ ne podpirajo hipoteze, da SSZ deluje kot aktivator AMPK v človeških 
skeletnomišičnih celicah. Tudi njegova presnovka sulfapiridin in 5-ASA nista imela 
večjega vpliva na aktivacijo AMPK. Pomembna je tudi ugotovitev, da kombinacija vseh 
treh učinkovin (SSZ, sulfapiridin in 5-ASA) ni ojačala učinka AICAR. To nakazuje, da v 
nasprotju z metotreksatom, SSZ verjetno ni uporaben kot ojačevalec učinkov AICAR. Naši 
izsledki lahko imajo pomemben vpliv na nadaljnji razvoj klinično uporabnih aktivatorjev 
AMPK. Vendar bi najbolj fiziološko relevantno oceno učinka SSZ na aktivacijo AMPK in 
s tem na izboljšanje presnovnih motenj lahko pridobili le s študijo na ljudeh, kjer bi za 
analizo signalnih in presnovnih poti uporabili mišično biopsijo oziroma invazivne metode 
spremljanja presnovnih procesov. 
Vpliv olsalazina, balsalazida in diflunisala na aktivacijo AMPK v skeletnomišičnih 
celicah 
V naši tretji hipotezi smo hoteli preveriti, ali tudi drugi derivati salicilne kisline zaradi 
deloma podobne strukture s SSZ delujejo kot aktivatorji AMPK, ali je SSZ le izjema. V ta 
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namen smo kulturo podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 tretirali z 1 mM koncentracijami 
SSZ, olsalazina, balsalazida in diflunisala. Učinke smo primerjali s salicilatom, za katerega 
je znano, da lahko deluje kot neposredni aktivator AMPK (35). 
Ideja je izhajala iz skupne protivnetne učinkovine 5-ASA, ki jo imajo z azo vezjo povezane 
učinkovine SSZ, balsalazid in olsalazin, ki so aminosalicilati (54). Ker debelost aktivira 
vnetne procese, ki spodbujajo razvoj inzulinske rezistence, kronično vnetje pa je prisotno 
tudi pri SB2, je zaviranje vnetja s salicilati izvirna farmakološka intervencija za 
preprečevanje in zdravljenje SB. Salicilati so med najpogosteje uporabljenimi 
nesteroidnimi protivnetnimi učinkovinami. Salicilna kislina zavira izražanje 
ciklooksigenaze na transkripcijski ravni in tako deluje protivnetno. Spodbudne rezultate so 
dale raziskave z uporabo salsalata pri bolnikih s SB2. Salsalat, ki je dimer salicilne kisline, 
izboljša glikemijo, inzulinsko rezistenco in vnetni profil v posameznikih z debelostjo in 
tveganjem za razvoj SB. Učinkovitost salicilatov na inzulinsko rezistenco naj bi odražala 
njeno protivnetno aktivnost (58-59). Vsaj del ugodnih učinkov salicilatov pa je verjetno 
posledica aktivacije AMPK in/ali sprememb v delovanju mitohondrijev. 
Po 1-urnem in 8-urnem tretiranju podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 je diflunisal kot 
najučinkovitejši od preučevanih derivatov salicilne kisline zelo izrazito povečal 
fosforilacijo ACC, medtem ko balsalazid in olsalazin nista dala jasnih rezultatov glede 
aktivacije AMPK. Salicilat kljub temu da je znani aktivator AMPK (58, 60), v našem 
poskusu ni povečal fosforilacije AMPK ali ACC. Diflunisal je kot močnejši zaviralec p300 
acetiltransferazne aktivnosti kot salicilat tudi obetavna učinkovina za preprečevanje in 
zdravljenje presnovnih bolezni kot je SB2. Saj zaviranje p300 acetiltransferazne aktivnosti 
vodi v deacetiliranje histonskih in nehistonskih proteinov, med drugim tudi vodi v 
deacetiliranje katalitične podenote AMPK, kar izboljša fizično interakcijo z LKB1, kar 
vodi v fosforilacijo in aktivacijo AMPK (58). Zaključimo lahko, da je od preučevanih 
derivatov salicilne kisline, diflunisal najučinkovitejši aktivator AMPK. Čeprav lahko iz 
naših rezultatov na podganjih skeletnomišičnih cevčicah le nakažemo na možne 
farmakološke učinke in vivo, dajejo naši rezultati dobro podlago za nadaljnje študije 
učinkov diflunisala na AMPK in presnovne procese v primarnih kulturah človeških 
skeletnomišičnih cevčic in pri ljudeh. 
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Prednosti in slabosti eksperimentalnega pristopa: kulture skeletnomišičnih celic 
Kulture podganjih skeletnomišičnih cevčic L6 so bile pretežno uporabljene za raziskovanje 
fiziologije skeletnih mišic, molekularnih mehanizmov mišične diferenciacije in funkcije 
(61-63) in so torej pogosto uporabljen model za preučevanje signalnih poti v skeletni 
mišici. Slabost uporabe celic L6 je, da gre za celice podganjega izvora in se zaradi vrstno 
specifičnih fizioloških razlik po svojih presnovnih in drugih značilnosti lahko razlikujejo 
od človeških skeletnomišičnih celic. Ker so celice L6 nesmrtne celične linije, lahko po 
svojih fizioloških značilnostih začnejo odstopati od normalnih skeletnomišičnih celic tudi 
zaradi genetskih nenormalnosti in dolgotrajne rasti v nefizioloških razmerah in vitro skozi 
daljša obdobja (64). Ključni dejavnik pri uporabi nesmrtnih celičnih linij je ohranitev 
fizioloških funkcij, podobnih tkivnemu viru. Iz tega razloga smo za poskuse uporabljali 
celice L6 samo do 7. pasaže. Pri uporabi višjih pasaž se namreč vedno bolj izgublja 
njihova zmožnost diferenciacije in fuzije v mišične cevčice. Prednost uporabe celic L6 pa 
je enostavnost njihove uporabe in dobra ponovljivost poskusov zaradi nizke biološke 
variabilnosti (63).  
Da bi se izognili pomanjkljivostim uporabe živalske celične linije, smo učinke SSZ in 
njegovih presnovkov preučili še v kulturi primarnih skeletnomišičnih celic. Gre za model, 
ki na neinvaziven način omogoča preučevanje molekularnih mehanizmov v človeški 
skeletni mišici. Drugi pristopi, kot so na primer odvzem vzorcev skeletne mišice za 
izvajanje poskusov ex vivo ali celo izvajanje poskusov na človeku v razmerah in vivo, so 
bistveno bolj zapleteni in zaradi potencialnih nevarnosti za preiskovance tudi manj 
sprejemljivi in kot taki težje dostopni.  
Vse naše poskuse smo izvedli na skeletnomišičnih cevčicah v kulturi, kar nam je 
omogočalo dobro kontrolirane eksperimentalne pogoje. Slabost tega pristopa pa je, da 
skeletnomišične cevčice niso zrela razvojna oblika mišičnega vlakna, kar je vidno tudi v 
drugačnih fenotipskih lastnostih, če jih primerjamo z zrelim mišičnim vlaknom. Kljub 
temu pa so v kulturi ohranjeni številni temeljni molekularni in fiziološki mehanizmi, zato 
primarne skeletnomišične in celične linije predstavljajo uporaben pristop pri raziskovanju 
fiziologije v odsotnosti sistemskih dejavnikov (kot so cirkulirajoči hormoni, adipokini in 
druge bioaktivne molekule), ki zaradi svoje kompleksnosti predstavljajo pomembno 
spremenljivko, ki lahko ovira interpretacijo rezultatov, pridobljenih v razmerah in vivo 
oziroma na ravni celotnega telesa (63). 
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Kljub veliko pozitivnim lastnostim nesmrtnih celičnih linij, je ena velika prednost 
primarnih človeških celičnih linij ta, da dokazano ohranjajo presnovne značilnosti donorja 
mišičnega tkiva in tako vsaj deloma odražajo presnovne spremembe, ki so prisotne in vivo. 
Tako posledično ohranijo fenotipske lastnosti donorja, povezane z okvarami v oksidaciji 
maščobnih kislin, poslabšanju od inzulina odvisnega privzema glukoze, rezistenci na leptin 
in/ali adiponektin. Za razliko od nesmrtnih celičnih linij, se enkrat izolirane primarne 
kulture skeletnih mišic starajo in po relativno kratkem času v kulturi prenehajo s 
proliferacijo. 
Izhodišča za prihodnje raziskave učinkov SSZ, 5-ASA in sulfapiridina na presnovo v 
skeletnih mišicah 
Ker so opazili odklone v presnovi glukoze in maščobnih kislin v primerjavi s kontrolo v 
primarnih človeških mišičnih cevčicah izoliranih iz posameznikov z debelostjo in SB2 
(63), bi z uporabo primarnih človeških skeletnomišičnih cevčic izoliranih iz teh 
posameznikov pridobili bolj primerljive rezultate, če SSZ dejansko pozitivno vpliva na te 
presnovne spremembe pri bolnikih s SB2. Da bi še dodali vrednost našim dobljenim 
rezultatom bi lahko v celicah dodatno merili privzem glukoze (65), privzem maščobnih 
kislin (kronično povišane plazemske koncentracije prostih maščobnih kislin igrajo kritično 
vlogo pri razvoju inzulinske rezistence (54, 66)) in membranski GLUT4 (saj inzulin 
poveča GLUT4 na površini plazemske membrane (66)). Merjenje oksidacije maščobnih 
kislin (skupaj s privzemom maščobnih kislin pa bi omogočila bolj temeljito oceno celične 
bioenergetike pod vplivom SSZ; povečan privzem in oksidacija maščobnih kislin bi na 
primer lahko nakazovala na izboljšanje presnovne funkcije, medtem ko bi zmanjšanje 
privzema in oksidacije maščobnih kislin lahko kazala na škodljive učinke intervencije (54, 
63)). Da bi preverili, če SSZ deluje po podobnem mehanizmu kot metotreksat, se pravi kot 
zaviralec ATIC, bi lahko dodatno merili ZMP vsebnost ter razmerje ADP/ATP, ki bi oba 
morala biti povišana (34). Naše poskuse bi še lahko izboljšali, če bi namesto 
skeletnomišičnih cevčic (nezrela razvojna oblika mišičnega vlakna) uporabili izolirano 
podganjo skeletno mišico ali pa izolirano človeško mišično vlakno, vendar še vedno ne bi 




1. Učinek SSZ na aktivacijo AMPK je bil spremenljiv. Gledano v celoti, naši rezultati 
nakazujejo, da SSZ v koncentraciji 1 mM spodbuja aktivacijo AMPK v podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah L6. Naši rezultati pa ne podpirajo hipoteze, da SSZ 
deluje kot aktivator AMPK v primarnih človeških skeletnomišičnih celicah. 
Sulfapiridin in 5-ASA ne delujeta kot aktivatorja AMPK v podganjih ali človeških 
skeletnomišičnih celicah. S temi rezultati smo delno potrdili našo prvo hipotezo. Za 
dokončno opredelitev učinkov SSZ na AMPK bodo potrebni dodatni poskusi. 
2. SSZ in njegova presnovka, sulfapiridin in 5-ASA, niso ojačali z AICAR 
spodbujeno aktivacijo AMPK v podganjih in primarnih človeških kulturah 
skeletnomišičnih cevčic. Rezultati torej ne podpirajo naše druge hipoteze. 
3. Derivat salicilne kisline diflunisal je aktiviral AMPK v podganjih skeletnomišičnih 
cevčicah L6. Za opredelitev učinkov balsalazida in olsalazina na aktivacijo AMPK 
bodo potrebni dodatni poskusi. S temi rezultati smo delno potrdili našo tretjo 
hipotezo. 
Če nadaljnje raziskave potrdijo, da SSZ lahko deluje kot aktivator AMPK, bi to lahko 
imelo pomemben vpliv na nadaljnji razvoj farmakoloških aktivatorjev AMPK v skeletni 
mišici. To je še posebej pomembno, ker je med aktivatorji AMPK, ki so trenutno na voljo, 
le malo takšnih, ki učinkovito spodbujajo aktivacijo AMPK v skeletni mišici. Z uporabo 
dobro uveljavljenih in varnih zdravilnih učinkovin na trgu kot je SSZ in med drugim tudi 
diflunisal, bi lahko zavirali patofiziološke mehanizme, ki so podlaga razvoja presnovnih 
bolezni kot je SB2 in jih tako preprečevali oziroma zdravili. 
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